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(57) Abstract 

The invention relates to a method for optically detecting at least one 
entity arranged on a substrate (60). The at least one entity: is scanned 
a measuring volume (70) using at least one radiaticm source (10) and at least 
one set of confocd optics .(32) ©reusing a :set of optics (32) configure 
multi-photon excitation. An auxiliary focus (71) is generated before and/or 
during the scanning process while using at least one radiation source (11) and 
at least one set of optics (34): ' Said auxiliary focus lies at least partially on 
ttie ccMitact surface (62) between die substrate (60) and the adjacent component 
or on another contact siirface (62) located in a defined spatial relationship with 
regard to the entity. A ' retroreflection from the auxiliary focus (71) is detected 
in a confocal manner by at least one detector (21), is used for measuring the 
position of die contact surface (62) and is flius uised for indirecdy positioning 
tiic measuring yolwne (70). Acconiing tp.the inventive, meth^^ die, position of 
the auxiliary focus (71) in relation to die measuring; volume (70) can be adjusted 
in a deftned manner. , . • 

(57) Zusammenfossung 

Die &findung betrifft ein VerCahren zur optischen &fassung mindestens 
einer EntitSt, die auf einem Substrat (60) angeordnet ist Die! mindestens 
eine Entitat wird mit einem Messvolumen (70) unter Verwendurig mindestens 
einer Strahliingsquelle (10) und einer konfokalen Optik (32) oder einer fOr die 
Mehiphotonenanregung ausgelegten Optik (32) gescannt Vor und/oder wShrend 
des Scanvorganges wird ein Hilfsfokus (7 1 ) unter Vcrwendung mindestens einer 
Strahlungsquelle (11). und einer Optik (34) erzeugt, der zumindest teilweise 
auf der Grenzfiache (62) zwischen Substrat (60) und angrenzcnder Komponente 
Oder einer sonstigen in definierter rfiumlicher Beziehung rur Entitat stehenden 
Grwizflache (62) liegL Ein ROckreflex aus dem Hilfsfokus (71) wird von 
mindestens ein m Detektor (21) konf kal erfasst und zur Messung der Lage 
der Grwuflache (62) und somit zur mittelbaien Positionienmg des Messvolumens (70) genutzt In dem erfindungsgemafien 
die Position des Hilfsfokus nHrelativ zum Mpj:<:vnhim»i nc\\ Hpfinipit PmctAiiKar 
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Scanninq-mikroskoDisches Verfahren mit hoher axialer Auflosunq 

Die vbrliegeride Erfihduhg betrifft ein Verfahren zUr optischen Erfassurig 
mindestens einer Entitat auf bzw. in einem. bevorzugt auf eiriem tracer 
befindlichen, Substrat. Ferner werden Anwendungsfelder des erfindungs- 
gemalien Verfahrens sowie" eine VorricHtuhg zur^'DurchfOhfung dessd 
beschrieben. " ' ' ' * ' " ' I '' 

Es ist bekannt, daB konfokale oder fiir Mehrphotonenanregung ausge- 
legte Anordnungen wegen iHrer hohen 'axialen 

sind„um Hintergrundsignale zu reduzieren,, welche auBerhalb-der Fbkal-^' 
ebene^entstehen. Bei der Erfassung insbesondere groBflSchlger Struktu- 
ren ergibt sich somit das Problem, daB im Ratiimen des Scanvorgangs 
darauf geachtet werden muB, daB die Fokajebene sich zu jeder Zeif an 
einer gewuhschten Position innerhalb des zu untersuchenden Objektes 
befindet. So kanh es yorkommen, daB z. B. Unebenheiten eines Probeh- 
^ <^?ni das zu untersuchende Objekt angeor^^^ ist.^dazu fdh-;. 
ren, daB; sich das .kpnfokale MeBvolumeh nicht in der gewQnschten Ebene 
imvObjekt befindet, sond^rn womoglich an das Obiekt ahqrehzende 
Strukturen, wie z. B. Teile des Probentragers, erfaBt. Dies wirkt sich 
naehteilig auf die durchzufuhrende Objekterfassung und -charakteri- 
sierung aijs. Es ist daher ge^^^ zu .ergrejfe,n, urn ,clje :, 

Fbl<alebene innerhalb einer .bestimniten Position zu halten bzw.^nachzuT . 
fuhren. _ . 

In nPat^nt. Abstract^^^^ (vol. 018, no, . 436 (P-,1 786),., 15. August . 

1994) wird eine yorrichtung^zur Detektion der Fokusposition beschrieben 
welche zur autprnatischen. Fokussierung einer bilderzeugenden, Vorrich-^, 
turig Oder, zur Messung yon Unebenheiten ^uf der Oberflache eiries Unr 
tersuchungsobjektes geeigne^t ist. Es wird eine optische Faser verwendet,- 
deren Enc^e mittels eines AJ<tuators. entlang der pptischen Achse beyvegt ^ . 
wird. Das derail . erzeiugte Storsignal wird zur Abweichungserfassung d.er 
Fokusposition sowie Nachregelung derselben verwendet. 
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In ..Patent Abstracts of Japan" (voi. 098. no. 004. 31. Marz 1998) wird ein 
Fokusdetektor unteryerwendung des Prinzips der konfokalen Mikroskppie 
vorgeschlagen. 

Die US-Patentschrift 5.062.715 offenbart die Verwendung eines konfoka- 
len Autofokussystems in einem fur die Vermessung von Oberflachen- 
schwingungen ausgelegten Michelson-lnterferometer. 



Die US-Patentschrift 5.084,612 beschreibt ein bildgebendes Verfahren fur 
ein in Transmissionsgeometrie konstruiertes SGanriingniikroskbp. Hierbei 
wird die Lage einer fur- die' Detektion. verwendeten Lochblende so nach- 
gefuhrt, daft etwaige aufgrund von Brechungseffekten im Bereich der 
Prbbe auftretende Ablenkungen des transmittierten Lichtes ausgeglichen 
werden. Es ist jedoch nicht Ziel des Verfahrens. die Lage des MeBfokus in 
der l^robe nachzufuhren. 

In d^r Vnte^^^ PCf7US §57dl88^ 

virMentlicKung^ Detektions- 
vbmcHtMg''^^^^^ eine automatisch Fdkussiereinrichtung 

aufweisi^ die"6^ konfokale locH^ beinH'alfet Die Autofokussierurig 
wird Tfr^^ ^^^^^^ Sehritten vorgeridmm^^^ Zuriacfe^^^ Laser auf die^ 

FUicks^ife eihes die Prdbe behefbergendferi^ In ei- 

nenri Weiteren SbHfitt Wird der' Fokus in^^i^n^^^^^ des Siit)- 

strates positioniert. Erst in einem dritten Schritt wird nach Durchfahren der' 
gewunschten Position auf der Substratoberflache die genaue Lage der 
Oteerflai^he ernnittBit un dier Fdkus auf die Suli^triatoberflache eingestelit. 
Diese^:F^r6iel2; wird an'deii vie^^ Subsfrates'duf^ 
gestaltet sich ais auSefrst'zeitau'hA/endig^ der eigeritlichen Ver- 

messung "der Prob# ist der Betri'eb desr Autofokussierung nicht mSglich 
und -die Fbkushohe wird durch Interpoiatioh geschatzt. Hierbei kohnen 
nicht akzeptable Positionierfehlierauftfeteri; ihsbesdndere bei nicht planen 
Substraten.' wie sie aijs Kostengruhden irh Labor in der Regel venwendet 
werden. 
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Der.Erfindung liegt somit-die Aufgabe zugrunde/ ein Verfahren bereitzu- 
stellen, welches eine zuverlassige^-Erfassung flachiger Strukturen Oder 
dreidimensionaler Strukturen. welche bevorzugt auf einem flachigen l-ra- 
ger angeordnet sind;:in einer Detektionsvorrichtung mit hoKer axialer Auf-' 
losung-'insbesohdere einem.kbnfdkalen: Mikroskop. eriaubt. Ferrier soH-^' ^ 
eine Vorrichturig zur/Durchfuhrung des Verfahrens b^ 

Die Aufgabe wird gelost durch ein. Verfahren mit den Merkmalen des An- ' 
spruehsr 1 sowie .eine Vorrichturig mit den . Merknrialen ^der^rispruQhe^'i 

Die Erfindung; stent ein Verfahren und eine Vorrichtung zur optischen= Er- 
fassung mindestens einer Entitat auf und/oder in einem, bevorzugt auf 
einem Trageribefindlichen^Substrat bereit,^ 

konfokalenLodeo furdieiMehrphotonenanregung ausgelegteh Einrichtung^i^ 
bestehend aus ; Strahlungsquelle: undS^einer Optik (wie:z; Bi 'einem Objek-- ^ 
tiv),:.ein,;reprasentativer;Bereich des die ^Entitat aufweisenden iSubStratesA 
mjt^einem MeSvolumen gescannt wird unter Erhalt von MeRwerten opti- 
scher Parameter.: Diese MeB^^ werden « sodann zur Charakterisierurigc 
der-^mindestens einen Entitat mittels Signalverarbeitung bearbeitet. Wah- 
rend:der Dauer .der:Aufnahme der Mefiwerte b die mindestens eirie- 
Entitat ihrevPositiort hinsichtlich^ deis: Substrates und/oder des Tragers im 
wesentiichen bei. Das Substrat weist einen Brechungsindex auf. der ver-^ i 
schieden ist von dem mindestens einer an das Substrat angrenzenden 
Komponente:; Bei rder angrenzenden Komponente kann es sich bei^ 
spielsweise.um einen Trager handein, auf dem das Substrat angeordnet = 
ist. Das Substrat kann jedoch auch unmittelbar an eine Immersionsflus- 
sigkeit, Luft oder eine das Substrat abdeckende Komponente, wie z. B. 
ein.Deckglas, angrenzen. . .. 

Erfindungsgemafi wird nunmehr vor und/oder wahrend des Scanvorgan- 
ges ein Hilfsfokus erzeugt der zumindest teilweise auf der Grenzflache 
zwischen Substrat und angrenzender Komponente oder einer anderen 
geeigneten Grenzflache liegt. Diese Grenzflache steht in einer definierten 
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raumlichen Beziehung zur Entitat. So konnte beispieihaft diis Entitat (z. B. 
zu untersuchende . Makromolekule wie Proteine. oder Nukleinsauren) in 
einem Substrat (z. B- einem, Gel) eingebettet sein, . welches sich auf einem 
Trager (z.< B. Probentrager aus, optischem Glas) befindet. Die Fu 
des Hilfsfokus£besteht darin;:die; Lage derGrenzflache zurbestimmen und 
insbesondere feine. Abstandsermlttlung zwischeri der-Grenzflaehe- und der. 
den Hilfsfokus erzeugenden Optik zu ermoglichen. ErfindungsgemaB ste- 
hen- Hilfsfokus und MeBvolumen. zueinander in,.einer defihierten Lagebe- ; 
ziehungi.welche durch den Anwender einstellb"ar'ist/Sonr»it:-ist moglich',i ■ 
iiber die Nachfuhrung der Lage des Hilfsfokus auch die Laige des M'e'By(i^6 
lumens relativ zur Grenzfiache ; nachzufuhreh. Der Abstand Ves MeBvoiu- 
nnens von der Grenzflache kann somit voni Anwender gewahlt werden. 

MijttelStfeJnes cEetektor 

d^^ yon; dec Grenzflache ; ruckrefiektierten • Lichfes/'erfaBt Diese weist ei'^ - 
nefi/fiMaxinialwert' aufi'.vspfern der ^Hilfsfokus; in.vRiehtung . der> optischen 
AGhse;a.uf?iieriGrenzflache pos istiDie Intensitatjdes RQckreflexes 
failti abj^,wenriad6rtdiifsfdkL^ :auf t.deri optisehen Achse irr/RiGfhtung:;de& 
Substrates ibzw; der .an das Substrat angrierizenden Komponente bewegt 
wird. Wahlw^ise konnen.auch/ mehr^ere Detektoren entlang der optischen 
Achse. der den: Hilfsfokus erzeugenden Optik vortund/oder hinter der-Bildk 
ebeneiangebrdnet werden und das 'Verhaltnis deii detektierten- Intensitaten : 
bestimnitwerden.: 'v • ■ : .c.^ ^ ^ . . > . 

Die' Erfindung zeichnet sich somit dadurch aus, daB die Nachfiihrung vor- 
zugsweise on-line wahrend eines gesamten Mefivorganges vorgenommen 
und r dabei das MeBvolumen stets 'in einer wohldefinierten • Ebene mit 
wahlbarem Abstand von: der Grenzflache gefuhrt werden kahn. Die Emp- 
findlichkeit der Fokussiervorrichtung gegenuber Abweichungen von ^ der 
Sollposition ist bevorzugt groBer als die entsprechende Empfindlichkeit 
der konfokalen MeBvorrichtung, wie nachstehend naher erortert wird. 

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform wird der Hilfsfokus mittels dersel- 
ben Optik erzeugt, die auch zur Erzeugung des MeBvolumens dient. Es ist 
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sogar moglich, dieselbe'Strahlungsquelle zur Generierung von Hilfs- und < ' 
Mefifokus zu verwenden, Eine derartige Strahlungsquelle emittiert bei-- 
spielsweise Licht unterschiedlichier Wellenlangen Oder Polarisationen, das • 
durch geeignete optische Komponenten separiert und somit d^n entspre- - 
chehdeh'Strahleng^angen'Zugefuhrt werden kann. • : „ •■i -i 

Um- die gewiinschte Rdsitionierung des Hilfsfokus. urid somit mittelbar 
auehides MeBvolumens; vor und/oder w^hrend des ScanVo'rgangesvizuy- 
ermdglichen/ ist . es' wunschen'swert^ festzustellen; ob ^dig: ; Pdsitionadfes^irr: 
Hilfsfokus voR;;derMGrenzflache in;^Ri6htuhgi;^des^Sa 
Richtung id ehan das' 'Substrata ahgrenzehden •Kornporiehte abweleHtl '^Er-^ ' ' 
findungsgemaft wefdenvfolgende Losungen vorgeschlagen. 

In Ijeiner. < ersten bevoriugfeni Ausfuhrurrgsform wird die ^ Position > des' ? 
Hilfsfokus^ reiatiy zur Grenzflachegm fwesentlichen-entlang deif dptisbheriir > 
Aphse .variiert und; die ilhternsitat Ruckreflexes in lAbharigigkeit^voh -der' ' 
. Bewegung registriert (siehe Figuren 1, 2. 3, 5 und 6). Hierbei k&nh^bbi^= 
spielsweise die fokussierende Optik entlang der optischen Achse auf- und 
abbewegt werden.-EsHst jedoch auch moglich , das Substrat, welches sich • 
b!Bispielsweise.aufiein.emJnz-:Richtung.u 
nienbaren- Trager befindet'Cientsprechend.zu bewegen;^ 
lich? die Divergenz des Strahlenbundels zu variieren, das zur Erzeugurig - 
des Hilfsfokus dient. Die Bewegung kann bevorzugt periodisch dufehge-'': -; 
fiihrt werden. Die vom konfokal angeordneten Detektor erfaBte Intensitat 
wirdf siehvjeweils darin erhdhen; wenn;der= Abstand zyvischen reflektieren- • 
der'.Grenzfiache und: Hilfsfokus sich vemngert; Umgekehrt wird sich die • 
Intensitat erniedrigen/ wenn' durch die Bewegung vder genannte' Abstand ' 
vergroBert wird. Aus der Bewegungsrichtung, die zu einer ErhShung bzw. 
Erniedrigung der detektierten Intensitat fuhrt, kann somit enniftelt werden, 
in welcher Riehtung die Position des Hilfsfokus von der Lage 'der Grenz- 
flache abw^icht und die Abweichung entsprecherid korrigiert werden. 

Die Amplitude der Bewegung ist bevorzugt so zu wahlen, dafi eine gleich- 
zeitige Aufnahme von Mefiwerten aus dem MeBvolumen nicht gestort 
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wird. -In der Regel wird daher die Amplitude der Bewegung der Gr66en- 
ordnung den axialen Ausdehnung des MeBvolumens entsprechen oder 
Kleiner sein-als diese Ausdehnung.: Im letzteren Fall .sollte die. Ausdeh- 
nung.des konfokal detektlerten Volumens des'Hilfsfokus.-i^ 
Richtung der jeweiligen optischen Aehsen. denzur Erzeugung vori Hilfsfo- 
kus und Mefivolumen verwendeten Objektjve - geringer sein als die Aus- 
dehnung des lyieBvolumens. Eine solch geringere Ausdehnung .kann vorr- 
zugsweise dadurch erhalten werden, dafi der Hilfsfokus. mittels:eineF. Optik . 
mit giner Numerischen Apertur ef^e.ugt vyird, ' die jgnoBer isfe als. dieislqmeris ■ v;- 
sche Ap^rtur?;deD?z^r €i^etigungindesi;Me%o|upi^s^ 
Wahiweisetkafln zurjEnzjBug.Uhgides-MeBvplurni^^^^ 

rer Teil der Numerischen i^pertur einer gemeinsamen Optik oder der je- , 
weiljgen Optiken genutzt werden als zur Erzeugung des Hilfsfokus. In ei- 
ner weiteren-^^Variante wird bei der;Detektion des 'Hilfsfokus einfe konfokal 
angeprdRete BJencie.-verwendetifdie.'eiheT^ , 
eine:-i?ei.:der ,l3etektion.des MeRvolumens-yervwendetefkonfokar-angeordv 
netedSlen'de. J^f.■n^,;; : ;■ ^ ■y;:-:K---^ ^if-r^r <{j'i-:^i^r'.. 

In einer .zv¥eiten:'bevor^ugten Ausfuh 

Hilfsfokus trelatiy: zur Grenzflache iSowohUlatefal zurfoptisehen^Achse der 
den ■Hilfsfokus erzeugenden. Qptik .als auch axial bewegt. Die • Auswertung ; ; . 
des Ruekreflexes kann in analoger Weise wie ;in - der - vorgenannten Aus- 
fiihrungsform erfolgen.', - . - , .r. 0 , ! =■ ; : 'r^.^i^ ■■'::,<■■ 

In einer dritten beydrzugten Ausfuhrungsfomi wird die intensitat des Ruck- 
reflexes nnittels mindestens zweier entlang der. optischen Achse angeord- 
neter Detektoren: erf aBt. Dazu wird das ; von der Grenzfl^che reflektierte 
Licht des Hilfsfokus beispielsweise uber teildurchlassige Spiegel auf die 
Detektoren aufgeteilt.. Die Detektoreri werden bevorzugt in unterschiedli- 
cher Entfernung von der fokussierenden Optik, insbesondere vor und 
hinter der Bildebene, angeordnet, so daft - abhangig von der Lage des 
Hilfsfokus relativ zur reflektierenden Grenzflache - unterschiedliche An- 
teile der reflektierten Intensitat von den Detektoren erfaftt werden. Aus der 
Verteilung der von den Detektoreri erfaftten Intensitaten kann somit er- 
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mittelt werden. Jn- welcher;^^^^ die, Position; des HilfsfoKuis von der 

Lage der,(3ren2fiache abweicht. :Pies wird exemplarisch in Fig.; 4 -darge-. 

stent,, ,j : v;Vv ... rw,':-:r ,„ ; . • ; ' ■ ■ ; .- ■ 

Beispielsweise erfassen/zvyiiei inigleiche.m;Abstand. von^der Bildebene vor 
und hinter dieser Ebe^ angeordnete;. Detektoren ein - Intensitatsverhaltnis ^ 
von 1:1. wenn der Hilfsfokus auf der Grenzflache liegt. Je nach Richtung 
der Ab\A^eichung-des Hilfsfo Grenzflache steigtrdie Intensitat 

auf^einem^efdS^tektor^aa^^ ;n'y;;cv,r. -r. ' ■ -u-. rv.> ^ 

Eine<aijfaing en^ <i.esJ?MilfsfQkus:^Yon!;de^^ 
Position JaRt sich,;in .ailen^ Ausfuhrungsforrnen durch eine entsprechende 
Nachfuhrung. die.ggf.,der^^^^ beschrjeben^en Bewegung -Qher^lagert^ >. 
korrigieren..es ist t^ daS:dieser • 

sicli im^wes^^ .^^p ; } 

Um "eihep^mpglie^ izu betreibjenpjst 'iss ;. 

wiinschenswert, den Hilfsfokus mittels derselben; Qptikzu efzeugen/idie/^- 
.auch zur Erzeugung des Mefivolumens dient. In einer derartigen Ausfuh- 
rung der Erfindung; l^onpen 
setzt,yverden,>urn:d^^ 

vor dem ipbj.ektiv::^ die jaus- dem MeSvolumen - 

bzw. Hiifsfokus;4^^ wieder zu separieren. -MoGhte man / 

beispielsweise MeRvplu 

einander ini wgsentjicbpa^^^^^^^ Achse ahordnen, so ist es 

zweckmaSig,-: d.em pbj^^l^^^^^^^^^ auf der der Probe .abgewandten/Seite geeigr 
nete. pptisGheyElenjente (z;: B Lins^en, konyexe oder konkave Spiegel) mit : 
dem Ziel yorzuschalten, zwei Strahlenbundeil ^untersehiedlicher Divergenz.. . 
bzw, Konvergenz zu.erzeugen. die sodann vom Objektiv zum MeBvolur- 
meaeinerseits und Hilfsfokus andererseits fo^us 

Andererseits kann eine Anordnung gewahit werden. in der MeSvolumen 
und Hilfsfokus Liber. separate Optiken erzeugt warden. In diesem Fall wer- 
den die beiden Optiken vprteilhaft mechanisch oder regelungstechnisch 



WOOO/37984. 



8 



V..: 



PCT/EP99/I0142 



SO verbunden, daB eine Nachfuhrung des Hilfsfokus eine entspreehende 
Nachfuhrung des MeRvolumens bewirkt. Auch in dieser Ausfiihrung koh- 
nen Mefivolumen und Hilfsfokus entweder ganz oder teilweise uberlap-- - 
pend, Oder aber raumlich getrennt angeordnet sein. Die Positionierung 
von -Hilfsfokus und MeSvolumen zueinander kann in diesem Fall durch die- - 
Positidnen der beiden ^genaiinten Optiken zueinander eing'estellt werden." • 

Es vkann; bevorzugt sein,: den Anregungsstrahlengang > sdwdhi fiir -das- ^ = 
MeBvolumen als auch fiir den Hilfsfokus mit ein- 'Ond' derselbbn-'Sf^^^^ 
lungsquelle zu erzeugen, die optional in der Lage ist, Strahiung unter- : 
schiedlichef?a^e1lefilangeri.^zu^ert^ 

dere bei raumlicher Trennung von Melivolumen urid Hilfsfokus, bevorzugt 
sein, ;zwei getrennte Strahlungsquellen zu verwenden. Bei den Strah- = 
lungsqtieilen kahn es sich beispielhaft uiri Laser;>licHtemittierenae'Dibden, •■ 
Gliih- Oder Gasentladungslampen: haridelh. Als deiti Faehniahri- bekarinfe 
geeignete Detektoren kommen z. B. Avalanche Phptodioden oder sonsti- 
ge i Photodioden soWiie =PhdtdiTiijltiplife'r ■ ' in^Betratiht; BeVorz^u • 

In -ei.ner weitereii ; Adsgestalturig des erfindunpgemaBeh Verfahrens und 
der iVprriehtung ist es bissonders vdrteilhaft. zur Erzeuguhg' des MeBvolti- - 
mens'^^uhd/oder des Hilfsfokus "ein Objektiv -mit eirier ttdhen numdrischeri 
Apertur;,Vbev6rzugt groSer 0;9i und/ddeir einem kleinen Arbeitsabstand zu - 
wahleh; Die Wahr einek gdringeri Aiteitsabstandes.hns 
ner/gleich. einem Millimeter, wirkf sich - besohders gunstig bei ' Fludi-es- 
zenzmesstingen im MeSvolumeh aus; Im Emissionsstrahlehgang auftre- ' 
tende^Absorption-des Fluoreszehzlichtes verringert die Zahlrate pro Mole- 
kul, d;h. die pro Molekul detektierte-Fludreszenzintensitat. Dieser Effekt 
geht im Gegensatz zu den Erwartungen offenbar linear bzw. starker als 
linear in das Signal-Rausch-Verhaltnis ein. so daS sich ein gei-inger Ar- 
beitsabstand als vorteilhaft enweist. 

Der Scanvorgang kann bevorzugt folgendermafien ausgefOhrt werden. Es 
wird ein konfokales Mikroskop zur optischen Erfassung eines Beobach- 
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tungsvolumens verwendet mit einer Strahlungsquelle. bevorzugt zur Er-- 
zeugung.yon Anregungslicht, einem dichroitischen Spiegel, von.dem die. 
auftreffende Strahlung dpr Strahlungsquelle refiektiert wird, einer. eine 
meGhanische.Apertur aufweisenden Objektivlinsenanordnung„die:die von . 
dem dichroitischep' Spiegel reflektierte Strahlung ^qmpfangt ,und auf das 
B^obachtungsvplumenv fokussiert, und . einer , Beobachtungsoptikanprd- 
nung, jdie.ypn; dem. pbachtungsvplunrien;.aLisgehende und durch den... 
dichroitischen. Spiegel hindUrchtretQndev Strahlung,..empfangt. Zwischen , 
denri dichrpitischen Spiegel und der Objektiylinsenanprdnung.be^^^^^ 
ei^e^^/^b^nkspiegd^ 

Ablenkspjegel »^ auftve .dgr ; uiri ^eine .Nprmalpunktjage;^ m 
ordnet ist. Bei Osziilatipn des objektivseitigen Spiegels kreuzen.sich die 
optischen Achsen des jeweils Anregungslichtes in im wesent-, . 

lichen einem . gemeinsarne Bereiehrderr.rme^GhanisGhen, 
Aperti^f, der; ObjektiYiinsenanordnun .Qie Os2;illatipnsaGh pbjektiv- > 

seitigeij 4b!g.nkspiegel^ der SGhn.ittlini^ der yon deim pbjektiys 

tigen Ablenkispiegel. au^espannten, Ebene .mjt, d^rjenigea 
durch den gf meinsame^^^ Schnittpunkt der optischen Achsen. der -refiek- 1 . 
tierten Strahlung und. senkrecht, zur. optischen ;Acl:i[se d^r; refl^ktierteri . 
Strahlung: bel; in ^seiner. ^ befindlichem .objektivseitigen . 

AblenksRiegeUyerlauft. Ejne entsp^^ ist in jder intemar 

tiongleri PatentanmeldMng:-RGT/EB^.9^^^^ (internationale Veroffentli- = 
chungsriummer . WO 97/48001) .detailliert beschrieben. auf die hiermit : 
ausdrucklich^ B.ezug genomnrien wird. Es lasseri sich jedoch auch^andere, 
derri pachmann bekannt^ yerfahren zur Ablepkung des von^der .Strgh- 
lungsqueile erzeugten Strahle^^ ist es.auch mpglich, ^ 

die Position ^des Substrates Oder der verwendeten. MikroskopoptikCen) 
mittelbar Oder unmittelbarzu variieren, 

Als optische Parameter kbnnen beispielsweise Streulichtintensitaten. 
Fluoreszenzintensitaten bei mindestens einer Wellenlange. Fluoreszen- 
zintensitaten in Abhangigkeit von der Polarisation, Fluoreszenzlebens- . 
dauern und/oder molekulare Helligkeiten bestimmt werden. Es kann hier- 
bei bevorzugt sein. molekulare Helligkeiten gemaB des in der Internatio- 
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naten Offenlegiingsschrift WO 98/16814 beschriebenen Verfahrens zu 
bestimmen. Es wird dort beschrieben. daB Intensitatsfluktuationen emit- 
tierter Strahlung vori in einem MeBvolumen befindlichen Piartikein niittels 
eihes Detektors beobachtet werden, wobei das Verfahren die folgehden " 
ScHritte' umfaBt: wie'derholte Messurig der Anzahl von Photonen pfb Zeit- 
intervail definierter Larige; Bestim'mung eiher Furiktion, wie beispielsweise 
einef Verteiluhgsfuriktioh/derArizahl' von Photbheh pro Zeitiritervall; uhd 
sodahn Bestimmun'g einer Fuhktiori,' wie^ aueh hier beispielsWeisis eifier- 
Vertei!ungsifuhktionV der 6peM^ 
derFuriktidn der Anzahl der Phbtonen 
hiri^Blinwgfse^egebehl^^^^ 

siert wei-den kann Oder wie beispielsWeise instrumentelle Parianieter an- 
geniessen berucksichtigt werden kbri'neri; Physikalische-Eigensehafteh 
vdfr'Pa'rtikeiii/ ihsfaesbndei-e" partik^^^ aCi'ch ' 

wie'iir^der lriterhatidnaleri'Pater?tahrTielduhg PGT/EP 98^^ 
.errT>|tte;it%ei-den: Das'-dort be^schriebene' Verfahren umfaBt die-fdigenden ^ 
SeiiFitt^- wiedefhdite- der Dauer von Zeitabsehftitteri^^^ z^^^ 
detektierteh^' PMfdhen;' Bestlmniu einer Fun'ktiori,- i.B: eiher Vertei-* 
luriisfiiihktidri; der Dauerl der'lenahnteh Zeitabschnitte; und sodann Be- 
stimrhuhg eiher Funktion spezifischef fihysikalischer Eigenischafteh der zLi 
untersuchendeh Partikel aiif Basis der genanhten Funktion der Dauer von 
Zeitabsehnitten: Es wir^d ihsbdsdhdere eih FittingprbzeS bezuglich experi- ^ 
naentell bestimmter 'und theoretisch^r Funktidh der Dauer der Zeitinter- 
valie vorgeschlageh, wdbei hihsichtlich der theoretischeih Funktion Para- 
n^ieter'ieiner rSunilichen Welligkeitsfunktioh.- welche fur die instrumentelle 
Andfdniihg eharakteristisch ist, berucksichtigt werden. Es wird vorge- 
schlageh; beispielsweise Fluoreszenzpolarisation, wellenlarigeriabhangige 
Fiuoreszenzintensitaten, Fluoreszenzlebensdauern, Energietransfer, etc. 
zu untersuchen. In einer weiteren Ausfuhrungsform kann es vorteilhaft 
sein, mehrerie bptische Parameter zu ermittein, urn somit eihe verbesserte 
Charakterisiei-ung der Ehtitat zu erzielen. Dies kann insbesondere mittels 
des in der Intemationalen Patentanmelduhg PCT/EP 98/03505 beschrie- 
benen Verfahrens erfolgen. Es wird hier folgendes Verfahren vorgeschla- 
gen: Bestimmung von Intensitatsfluktuationen emittierter Strahlung von in 
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einem M^Svolunrien befindlichen Partikein mitt^is Ynindestens eiries D^- 
tektors; Beitimmung intermediary statistischer Daten beinhalterid eine 
rriindestens 52>A^ei-dimerisioriale statistische Fuhktibn auf Basis der ge- 
narinten ■ rntensitatsfluktuatiohen; Bestiffi'rhurig von ■ Inforrnationign^ aiif Ba-'^ 
sis:der imernlediafeh 'stati Dateh- lm letzSeri Schritt kanrf £B;d3s-* 

gemeihsehaftrich'e.'Auftrete zwei Eigenschaffen an einem Partikel' 
untersucht werdeh; Auf -den Offenbaruhgsg^halt der- genannteh 'Pa- 
tentanmeldungen, insbesondere im Hinblick auf die zu untersuchenden 
physikalisGHgn^^EigSnsich^^^ 
stinrimung smie die BdstiWrnung^lderNinterm^^^ 

wird:iiiefTTiitfaUgdru6kliGh^Bez t^^t^^j^afkiB ^^vCKbni, 

DasrerfindungsgemaBe Verfahreh und diig* zu ' ieihier' Dtii^chfahrung v6i^ 
wendete Vbrrichtung^eiignten beispielsweise^ zur Bestinimuhg ^g^^^ 
setter vParannelter^Vd^^^ a^i^ MolelculerY.^ 'Mbl^ Poly^: 

meren>? vesikular^fl iStmktu 

Materialiesn aufg^ebaUteif^rt^ und' Vireri'' Dife^ ? 

se konrien z^B. auf mineraiisehCT dder ofganischeh Substrateh arigebrd- 
net seinr Hi^rbei kann^s^^ieh^insbesdhdere^^^ polymere Gele; polymere 
Oder aus anofganiseheh >Mk^ Partikel, >vesikulare ' 

Strukturen^ZelienpBakterien uridVireri - i r v , : ^. 

In einer weiteren Adsfuhrungsfdrm w^^ 

Verteilung und/oder Struktur der Entitaten und/oder der Substrate in der 
Signalverarbeitung genutztr So konnen b 

rien oder poiynriefe Kugeln:>(sog; Bead's) eirig^^^^ auf derbn 

Oberflache bder inideretri Inneren j^Weiiis bevbrzugt gleichartige 'Entitaten' 
angeordnet sind. Um mit Methoden der Signalverarbeitung, insbesondere 
der Bildverarbeitung, MeSwerte als zusammengehorig erkennen zu kon- 
nenv ist es oftnrials hilfreiGh- a-pridri-lnforniatlonen uber die^ zu untersu- 
chenden Substrate, wie beispielsweise deren Gestalt, raunriliche Ausdeh-- 
nung, Anordnung etc., in der Signalverarbeitung zu berucksichtig^n So' 
kann es ferner vorteilhaft sein, iiber die zu als gleichartig erkannten Ehti- 
taten gehorigen MeBwerte jeweils Mittelwerte zu bilden oder diese^ahder- 
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weitig statistisch auszuwerten, urn die .Charakterisierungvder^Entitaten si- 
gnifikanter zu gestalten, Als Methoden der Signalverarbeitung konnen an 
sich in derUteratur bekannte Verfahren zur Objekterkennung elpgesetzt 
werdep . wie z. B, Nough-Jransformatipn, Teniplate Matching und. korrelar. , 
^'y?-yfj^?'^.ren.: perartige yerfahren.sind in.der Literatur beschrieben .(sie-, 
R- uPavips,, .IVlaGhine Vision: Thepry.,..A!gonthms;. Praeticaiitles; ■ 
Academic l^res^. London - San Diego, 2 nd edition^ 1997)., . .v, 

Otoa.^ ist ,es wunschenswert, durch ibestjmmte Pptische.iRaranieter:; aas-.q . 
9e^»in^tfj;;:|ntitatenj^^ 4jbrig#ris Entit^tenjfi 

und/oder Substraten zu separieren-num: r^ie^^ 

und/oder Bearbeitung zu unterziehen. Diese Separation kann beispiels- 
vyeise rnittels eines geeigneten Manipulators, wie z. B.,einer Rjpette, ;eines. 
'^-®:9!?,3ni,s9tien ^ etc-rgesehehen. Besondgrs geeignete \/ferfahren . 

J?,eispjelh^^ ^Jers Int^mationaien; Qffen!egBngsschrift Vy.Q ,9S/35492> : 
•^^^fcfeieben,^ a rhienmit : ausdriicklich Bezug; ; • 

gengTOf nyvyird, So wird. dortibeispi vSeparaff 
tio^xlyrpb elekU;^© .Spanpyngs- pder Feldimpulse,^ durch • Dmckdiffe- 
'^^HHipg^^o^^sf^aH^h ?dur^^ b^sphriebep:! Es: kann-auch;.;; 

®'(?>|fy^izugt piezpgesteuerte 

werden. Im allgemeinen ist es hilfreich, wahrend, des^Scanvorgangs -die . 
enrnittelten MeBwerte in Abhangigkeit der Position des MeBvolumens zu 
er;fassen, uni spmit/d 

Das: y^itghren, und;,di^^^^^^ sich insbeson- 

^^re^P VVirkstoffsuchforschung, k Chemie, funktio-- 

nalep ■ (3enoi:rianalysep eyolutiven. Biotechnoiogiei Diagnostik, Materialun- 
tersuchung Oder Proteppi-Analyse einsetzen. , 

In einer Ausfuhrungsform des erfindungsgemafien Verfahrens werden 
beispiel^weise , Beadstrukturen als. Substrate eingesetzt, die jeweils mit 
einer Vjelzahl gleichartiger Entitaten besetzt sind Oder die solche enthal- 
ten. Diese Entitaten konnen beispielsweise aus einem ProzeB der kombi- 
natorischen Chemie entstanden sein, wobei in der Regel die eigentliche 
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Struktur der Entitat nicht bekannt ist. Die Entitaten konnen vorzugsweise 
detektierbare Marker, wie z.B. .Fluoreszenzfarbstoffe, aufweisen. Dieses 
Variante birgt den Vo.rteil, dali die.nachfdigend zuzusetzenden,ReaktionsT. 
partner nicht. zwangslaufig detektierbare Marker aufweisen : mussen. Die ^ 
. Substrate befinden sich. vorzugsweise- auf einem Jrager, .z.B;: Mikrotiter^ . 
platten. :mit einer -Vielzahl-von.iAusnehrnungen oder einer folienartigenr. 
Struktur. Die Ober- oder Unterseiterdes Tragers kann in dieser Ausfiih- 
rung als. Grenzflache zur Nachfuhrung des Hilfsfokus und MeGvolunriens 
genutzt werden. Es-,werden/nunniehr/:Reaktionspartn^ 

Wechselwirkungen mitden Entitaten^untersucht^w^^ ' 
aktionspartner konnen in einer Ausgestaltung ebenfalls detektierbare 
Marker aufweisen. Das Substrat wird sodann abgescannt mit beispiels- 
weise dem Zjel^ potentielle Binder der Reaktionspartner unter den-Entita- *;^ 
tef3 zu rfinden und/oder eine iChemisGheRealrt^^ Die- Bindung 
zwjsGhen Reaktion^pjartneri und^^^^ ,den> pben nah^Dibe- 
schriebenen.; optischen v Raranrietern ; charakterisiert . werden . ^ Mit ^-ge- 
wunschten Eigenschaften ausgest^^ Komplexe zwiischen Reaktiohs- 
partiier ;gnd:|Entitat> ;den ubrigen Entitatenrbzw:- Substraten 
separiert werden/ unri sie.einer weite 

unterziehen. Das beschriebene Verfahren wird vorzugsweise^in der Wirkr 
stdffsuche angewendet. 

In einer weiteren Variante jst zwis.chen>denri .Substrat und cien einen ,de- 
tektierbare^n Marker aufw^isenden Entitaten eine spaltbare' Linkerstruktur 
angeordnet. So konnen z.B. in einemi Prozefi der chemischen.Synthese , 
auf Substraten, wie polym^ren Beads; spaltbare Linkerstrukturen .ange- 
ordnet sein, die mit Fluoreszenzfarbstoffen gekoppelt werden, an denen 
sodann die zu untersuchenden Entitaten bevorzugt in einem kombinatori- 
schen Verfahren synthetisiert werden.. Diese Variante. birgt den Vorteil, 
dafi nach Selektion von Beads, welche mit gewunschten Eigenschaften 
ausgestattete Komplexe zwischen Reaktionspartner und Entitat tragen. 
eine Abspaltung der farbstoffmarkierten Entitat erfolgen kann. und diese 
sodann in einem sogenannten loslichen Assay naher analysiert werden 
kann. Auch diese Variante eignet sich besonders in der Wirkstoffsuche. 
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In einer weiteren Ausgestaltung werden Substrate mit Entitaten bekannter 
Struktur verwendet. wobei alie Substrate die gleichen Entitaten aufvyeisen: 
Bevorzugt werden auch hier die Substrate auf die Ausnehniungen vbri 
Mikro- Oder Nanotiterplatten verteilt. Sodann wird in jede der Ausnehrtiun-' ■ 
gen eine Losung von Reaktionspartnei-n, yon deheh bfekannt ist, daR sie 
mit den Entitaten wechselwirken, zugesetzt. Zudem -werden die Ausheh- 
mungen mif Losungen unterschiedlicher potentieller Wirkstoffe versetzfv 
urn festzustellen; ob diese geeignet sindj^ die Wechselwirkung zwis^^ 
Entitat und'Reaktionspartrier iu be^influisse^^ ms-j h::-} / 'jr^'iu^^^V .vfciHitiJtiVv^ 

Die in den vorstehenden Absatzeh naher beschriebenen Ausgestaltungen'- 
k6nnen .auch mit biologischen Substraten, wie z.B; Viren. Phageri, Bakte- 
rienviRiizetoder eukaryotisGhen Zellenrausgefuhrt^^^^^ 
naturlich vorkommende Oder gekldnte Entitaten bevorzugt an Oberflacheii' 
der genjarinten^biofogischeniSubstrate untersucht werdeii rnit dem' Vbrteilv 
daB rhierieine Kbpplung zwischen dem^als-wunschensweft id^ntifizierten ' 
Phanotyp mit seinem^zugehbrigen Genotyp voriiegl. Eine 'derarti^fe V6fg4^ 
hensweise' ist unter den einsehlagigen Begrlffeh des Phage-iDisplays oder 
zellularen Displays bekannt. ; - . ' ^ ; . 

In einer weiteren Applikatibn kann das erfindungsgemafie Verfahren auch 
in zellularen Reporterassays hilfreich sein. Die Genauigkelt des Scariver- 
fahrensi' insbesondere die genaue Ortsauflbsung. eriaubt die Beobach^ 
tung der Aufnahme urid/oder intrazellularen Translokation von Substah- ' 
zen. mit einer ubei-raschend hohen Ortsauflbsung sowie Quantifizierungs- 
genauigkeit: 

In vorteilhafter Weise ermbglicht das erfindungsgemaBe Verfahren auch 
die Untersuchung von Signaltransduktionswegen. Es zeichnet sich insbe- 
sondere auch-dadurch aus, daS mit Primarzellen gearbeitet werden kann 
und somit auf eine Uberexprimierung der zu untersuchenden Entitaten, 
wie Z;B. Rezeptoren, verzichtet werden kann. 
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Das Verfahreh kann .zudem im sog. differentiellen- Display angewendet 
werden, in dem beispielsweise Zellen erkrankter Personen mit.denen.ge- 
suhder Personen verglichen . warden. Weitere Vergleichsmoglichkeiten 
beinhalten: behandelte /.unbehandelte Zellen. Wildtyp / Mutante, etc; 

Weitere Applikationen betreffen die Untersuchung molekularer Interaktio- 
nen, wie 2;Bv. Protein-Protein-Wechselwirkungen und . Protein-Nuklein-' 
saure-Wechselwirkungen. Insbesondere konnen auch Weehselwirkungen^ 
zwisGhen vProteinen ioder PeptidenVunbekiannter ;Natur bzw: Fiinktion ;mit; 
Liganden potentieller.:physiologisGher .Signifikanz/v.deren rStrukto 
oftmals noch nicHt aufgeklart ist, untersucht werden. Hierbei wird vor- 
zugsweise mindestens ein Partner mit einer partikularen Struktur che- 
misch pderadsorptivverkoppelt sein. 

Es kann auqh;.bevorzugt sein^fdas erfindungsgenria^ die 
zugehorige ¥0rriehtung ;ini: Rahmen der Gelelektrophorese einzusetzen. In 
Konnbination mit einem Separations- bzw. Isoiierungsvorgang konnen be- 
stimmte Entitaten auf dem als Substrat dienenden Gel direkt einer weite- 
ren Analyse Oder auGh Vervielfaltigung (PGR, etc.) zugefuhrt werden. 

Das Verfahren und die erfindungsgemaSe Vorrichtung konnen auch ein-r 
gesetzt werden, um selten vorkommende Zelltypen zu detektieren und 
bevorzugt zu isolieren. wie dies z.B. in der Pranataldiagnostik. in der On- 
kologie oder allgemein der Pathologie der Fall ist. 

Nachfolgend werden b.evorzugte Ausfuhrungsformen des erfindungsge- 
maSen Verfahrens respektive der Vorrichtung dargestellt. 

Figur 1 beschreibt schematisch sine konfokale Mikroskopanordnung mit 
einer Strahlungsquelle und zwei Detektoren, von denen einer Signale aus 
dem Hilfsfokus und der andere Signale aus dem MeBvolumen detektiert. 
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Figur 2 zeigt schematisch eine weitere erfindungsgemaBe Ausgestaltung 
einer konfokalen Mikroskopanordnung, in der MeSvolumen und Hilfsfokus 
entlang .der optischen Achse getrennt voneinander angeordnet sind. Die 
Anordnung.-weist eine zusatzljche Strahlungsquelle^zur Erzeugung des 
Hilfsfokus auf. 

Fjgur S- zeigt eine Variante, in der getrennte Optiken zur Erzeugung von- 
Hilfsfokus, und MeBvolumen eingesetzt werden. Es wird exemplarisch ge- 
zeigt,:daB.Hilfsfokus und,Melivolumen sowohl in; axialer wierauch :lateraler: 
Riehtung getrennt voneinandenrangeordnetseinlkOT^ - 3>bneof j 

Figur 4' beschreibt eine weitere erfindungsgemaSe Ausfuhrung, in der 
Hilfsfokus und MeBvolumen wiederum durch dieselbe Optik erzeugt wer- 
den. In dieser Variante werden zwei Detektoren fur das aus dem Hilfsfo- 
kus reflektierteLi^iGht eingesetzt, die entlang der:optischen AGhse^zueinan- 
der versetzt;:sind, um vdie Richtuhg von Abweichungen der Position ^des 
Hilfsfokus;zuBrkennen,, : \:- /- v.y, ; : . 

Figur 5 ;beschreibt eine AusfuhrungsfomiVr wobei als ^Grenzflaehe der 
Ubergang eines Substrates zur angrenzenden Luftschicht dient. Ober un- 
terschiedliche Ausnutzung der Numerischen Apertur des verwendeteri ^ 
Objektivs werden unterschiedliche' GroBen' von Hilfsfokus. und MeBvolu-;: 
men erzielt ,; • .-'s^-,:' ' * *:^^:;V::■a 

Figur 6 zeigt eine Ausgestaltung mit einem faseroptischen Koppler. 

Figur-? a und b zeigen das Ergebnis des in Ausfuhrungsbeispiel 2 darge-; 
stellten Experimentes. 

In Figur 1 ist zunachst eine konfokale Anordnung dargestellt: Die Strah- 
lung aus einer Strahlungsquelle 10 wird durch eine Optik 33 kollimiert und 
durch ein Objektiv 32 auf das zu untersuchende Substrat 60 fokussiert: 
Die Strahlungsquelle 10 emittiert Licht verschiedener Wellenlangen. Aus- 
wechselbare optische Mittel 35 mit wellenlangenabhangiger Brechkraft 
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trennen dieses Light in Bundel vunterschiedlicher Konvergenz, die vom ; 
Objektiv 32 in unterschjedlichen Ppsitionen fokussiert werden, so daB ein 
Hilfsfpkus 7.1 und. ein MeRvplumen 70 gerieriert werden. Durch die Wahl 
der Ljnse.35,kann somitder-gewunschte Abstand zwischen Hilfsfokus 7.1 
und MeSvolumen 70 vonri. Anvyender eingestellt werden. In der beispielhaft 
dargestellten AnordnungiJjegt^^^^^^^^ Hilfsfokus -Tl^ auf der Grenzflache 62 . 
zwischen. Sub.strat:,6p und Trager^61 , .das, MeRyplumen 70 hingegen \n- \ 
nierhalb.des Substrates 60.. Aus dem MeBvplu^ : 
Oder Flupreszenzstrahlung^,^ wiederum :durGh .,das.,Gbjektiv 32,;gebun--.; 
delt^Aj^d uber^4en Strahlteiler40,Mderi2^ B. ralg^teildurGlilassigen^^ 
lenlangenabh|ingi^ 

reflektiert. . Die reflektierte Strahiung wird durch eine Optik 30 auf eine 
Blende 50 fokussjertr die;zum^ M .70 kpnfokal angeordnetjst.: 

Die durch die.Blende^W 

derzur Aufnahme des;;Mefisig|i;)als>^ Bei VenA^endung derrMehrphoto- 
nenanregungikann;auf d 

Uber :einen weitefen Strahlteiler 41, eine Optik 31 und eine ebenfalls . 
konfokal angeordnete Blende 51 wird ein Teil der an der Grenzflache 62 
reflektierten Strahiung, aus dem Hilf?foKus 71 auf den Detektor 21. gelenkt/ 
In der in den vorliegen.den Figur dargestellten Ausfuhrungsform vyird bei-„ 
spielswejse die fokussiere.nde Optik ,32 entlang der optischen Aehse auf-. 
und.abbewegt vyerden, urn somit die aktuelle Position^.des Hilfsfokus Jij 
relativ zur Grenzflache 62 ibestimnien . ggf. nachregein zu konnen. 
Hierdurch erfolgt eine.mittelbare,NaGhf^ des MeSvolumens 7.0. 

Figur 2 zeigt eine weitere ; Variante der konfokalen, Anordnung, in der 
MeRvolumen 70 und Hilfsfokus 71. entiang der optischen Achse getre.nnt 
voneinander angeordriet sind. Die konventionelle kpnfokale Strahlungs- , 
und Detektionseinheit aus Strahlungsquelle 10, Detektor 20 und den zu- 
gehbrigen optischen Elementen.wurde bereits in Figur 1 erortert. In.dieser 
Ausfuhrungsfomi wird eine separate Strahlungsquelle 11 zur Erzeugung 
des Hilfsfokus 71 verwendet. Durch die Optik 31 wird das yom Strahlteiler 
42 reflektierte Licht dieser Strahlungsquelle im gezeigten Beispiel zu ei- 
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nerti konvergenten Strahl gebundelt, so daB der vom Objektiv 32 erzeugte 
Hilfsfokus 71 in einem geririgeren Abstand vom Objektiv 32 liegt als das 
MeBvolumeh 70; das durch' Fokussierung eines paralielen Strahlenbuh- 
dels durch das Objektiv 32 entsteht. Der Hilfsfokus 71 ist wiederUrh auff 
der (Srenzflache 62 zvi/ischen Substrat 60 und Trager 61 ang^bi^dhet; 'die 
an^dei- Grenzflache 62 reflektierte Strahlung wird uber das Objektiv 32 und 
die Optik 31 auf die korifokal angeordnete Blende 51 fokussiert und vbrh 
Detektor 21 erfaSt. Dureh geeigneite Pbisitionierung der Optik 31 kahn in 
dieser Ausfuhrurig der Hilfsfokus 71 in eiher wahlbaren Distafe# MeB^'i 
vblunien TO ahgebrdiiet werden.:Es ist^^ 7>f^^ly 
de:r;iGrerizf|ja'cKe' 62 fzu-^^ 

gewun^chteh Abstand vom Hilfsfokus 71 innerhalb des Substrates 60 zu 
erifeugen. In einer weiteren Ausfuhrungsform kann der Hilfsfokus 71 aus 
eiriem vor dem Objektiv 32 diVergenten Strahlenbundel erzeiigt vi/erden; 
SQ daS'der Hilfsfokus 71' in eiri'er groUei-en Eritfernung vom Objektiy '32 als 
das MeBvolunien 70 ahgebrdnet ist. Der in Figur 1 beschriebene Siieh- 
und Reg^lmechanismus kann auch hier vorteilhaftenweise angewendet 

Fiigiiir 3 stellt eirie weiterfe erfinduhgsgerhaBe Ausgestaltung dar, in ider feirt 
separates Objektiv 34 zur Erzeugung des Hilfsfokus 71 eingesetzt Wird. 
Das M6&volunrien 70 wird wiederum uber das Objektiv 32 erzeugt iind ab- 
gebildetv'die dem Objektiv 32 hachgeordneten Komponenten der'konven- 
tionellert konfokalen Ariordriung sind bereits in Figur 1 erbrtert worden. Die 
Positionen dfer Objektive 32 und 34 sind steuerungstechnisch oder me- 
chanisch miteinander gekoppelt. Zur Erzeugung des Hilfsfokus 71 wird 
eine separate Strahlungsquelle 11 venwendet, deren Strahlung uber eine 
Optik 35 kollimiert und durch das Objektiv 34 auf die Grenzflache 62 zwi- 
schen Substrat 60 urtd Trager 61 fokussiert wird. Aus dem Hilfsfokus 71 
reflektierte Strahlung wird wiederum durch das Objektiv 34 gebundelt und 
uber den Strahlteiler 42 reflektiert.' Die reflektierte Strahlung^ wird durch 
eine Optik 31 auf eine zum Hilfsfokus 71 konfokale Blende 51 fokussiert; 
die durch die Blende 51 hindurchtretende Strahlung fallt auf den Detektor 
21. In der beispielhaft dargestellten Anordnung sind Hilfsfokus 71 und 
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Melivolumen 70 spwohl in axialer wie.auch lateraler Richtung getrennt 
voneinander angeprdnet. Der in Figur 1 beschriebene Such- und Regel- 
nr^echanisnrius kann auch hier vorteilhafterw^ v 

Figur 4 zeigt eine Variante der in;;Figur 2::dargestell,ten Ausfuhpung 
Erfindung. in der 2wei;Detektoren: 21,,22^^^^^m dem Hilfsfokus 71 

reflektierte; Licht emgesetzt. werdeh. .Entsprechende Anordnungen- .von:, 
zwei Oder mehr Detektoren kQnnen aueh in den- Ausfuhrupgen-geniaB ^^, 
Figur 1 pder 3 yenwendet werden. Die kpnyentiqnelle ^Anordnung' zur Be.-,>; 
strahlung . und Bepbgchtung ^es MeRvolurnenSv^Oni^^^^^ 
Figf^^1,:§rort 

gezeigten Anordnung deckungsgieich eingestellt. Durch aodere Positio- 
nierung der Linsen 30 - 35 kpnnen.jedpch gewunschte Abstande. zwi- : 
schen MeBvoluipen 70 

Dfr Hilfefofojs 71 Ijegt^;^^^ 

strat : 6Q;AinGl ;l?rager 61 Die an. der^jGrenzfiaehe .62 reflektierte Strahlung: ^ 
wifd durch das Objektiv 32 und den Strahlteiler 41 in Richtung der Detek^, 
toren 21. 22 geienkt. Die Strahlung wird mittels eines weiteren Strahltei- 
lers 43 auf die Detektpren 2.1,. 22: aufgeteilt. Bejden .Detektoren. sind fo- 
kussierende ,pptiken 34.. 35.so\A(ie. Blenden^.M^^^ Blen-. 
den. 51 und 52 sind -dabei yor bzw, hinter der jeyveiiigen kpnfpkalen Positi- ; 
on angeprdnet. wenn der hjilfsfokus 71: auf der Grenzflache S?, liegt. Ver- 
andert sich nunmehr die relative Lage von Hilfsfokus .71 . und Grenzflache 
62 zueinander. so werden die Detektoren 21. 22 ,eirie veranderte Intensi- 
tatsverteilung des Riickreflexes erfassen. Abhangig yon der Richtung der 
Lageanderung des ^Hilfsfokus . 71. der^in Richtung des Substrates 60 oder 
des Tragers 61 verschoben sein kann„wird entweder auf dem Detektpr 21 
Oder qiem Detektor 22 eine erhohte bzw, erniedrigte Intensitat der aus 
dem Hilfsfokus 7r-stammenden Strahlung auftrefferi. Dementsprechend 
kann auf die in Figur 1 beschriebene Suchbewegung verzichtet werden. 

Figur 5 zeigt eine weitere Variante der in Figur 2 dargestellten Ausfuhrung 
der Erfindung. Die konventionelle Anordnung zur Bestrahlung und Beob- 
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aehtung-des MeRvolumens 70 wurde bereits erortert. MeSvolumen 70 urid 
Hilfsfokus 71 sind in der beispielhaft gezeigten Anordhung deckungsgleich 
eingestellt'; ihfe relative Lage zueinan'der kann jedoch durch geeignete 
Positionierun'g der Linse 31 verandert warden. Als Grenzflache 62 dient 
nunmehr 'der Ubergang zwischen Substrat 60 und angrenzender Luft 63. 
Die fur die Erzeugung des Meftvblumens 70 venwendete Optik 32 wird 
hinsichtlidb ilirer NDnieriseheri Apertur rilir teilweise genutzt. Hingegen 
erfolgt eine breitefe'Ausleuchtung der Optik 32 zur Erz6ugung des Hilfsfo- 
kus 71; Durch die Blertde 53 wird bei der Abbildung des MelivolUmens -TO ■ 
auf die- k6hf6kal>ahgebrbnete^"Bleride^^5d unci ihreh k¥rTesj36hdieren(ie^ 
Det0klbr:%b?^benf aii N unFieri'§6h^-5Apertur d'es' Detektionsstrahlferigah-' 
ges be'grerizt;' Dies^' Ausfulirurigsform resultiert in einer geringeren Fo- 
kusgroBe von-Hilfsf6kus 71 im Vergleich zurti MeEvolumen 70. Somit 
kann die Aniplitude' der oben beschriebdhen Suchbewegungen des 
Hilfsfokus 71 so klein gewahit werden, daS die MeBwertaufnahme aus 
deni ^Meliyblumen 70 hahezu ■ tiribeeinfluBt bl^ibt und dennoch etWaige 
Abweichuhgen des Hilfsfokus 7T von der Grenzflache 62 erkannt und kor- 
rigiert Werdeh*6nrien: 

Figur 6 vzeigt eihe weitere Ausgestaltung des optischen Aufbaus zur 
DurchfQhriing des erfindungsgefriaRen Verfahrens in Aniehnung an Figur 
2. Die konventionelle Ahordnurig zur'Bestrahlung und Bepbachtung des 
MeBvoliimens 70 wtirdeJ bereits erortert. Als Strahlungsquelle 11 zur 
zeugung des' Hilfsfokus 71 Wird bevorzugt ein Halbleiterlaser eingesetzt. 
dessen Ausgahgsstrahlung in eine optisehe Faser 81. eingekoppelt wird. 
Der faseroptische Koppler 42 entspficht dem „klassischen" Strahlteiler in 
Figur 2. Die Strahlung aus dem Hilfsfokus 71 wird in dieser Ausfuhruhg in 
deh Kern eirier optischen Faser 80 eingekoppelt, der die in Figur 2 darge- 
stellte Lochblende 51 in ihrer Funktion ersetzt. Nach Passieren des faser- 
optischen Kopplers 42 wird die Strahlung mittels optischer Faser 82 auf 
einen Detektor 21 geleitet. Die optischen Fasern konnen Monomode- oder 
Multimodefasern sein. 
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Figur 7 a zeigt Theophyllin-Beads. die mit den in Ausfuhrungsbeispiel 2 
genannten Antikorpern versetzt wurden. Die hohe Auflosung? zeigt,- daB; 
die lokal erhohte Konzentration fluoreszenter Antikorper am Bead sich 
deutlich vom Hintergrundsignal der in-^Losung befindlichen fluoreszenten. 
Antikorper unterscheidet;: Figur 7 b zeigt die Negativkontrolle ohne Zusatz ^ 
des ersten Antikorpefs, so daS der zweite fluoreszenznriarkierte Antikorper 
sieh nicht.an das Bead -' anlagert und. im Sild die charakteristische* Ring- - 
struktur erzeugt. ^ ; : - i,. ^ ; ^ . . ' : ^ ' - . ; - .,.- v t 

Nachfolgend iwird in Ausfu eine spfezifisch^?Ausg;esta!tqn 

desiferfindungsgeniaften^ 

konkrete biologische Anwendung detailliert dargestellt. 
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Ausfuhrunqsbeispiel 1 ■ 

Das; voriiegende Ausfuhrungsbeispiel entspricht im wesentlichen dem in 
Figur 6. dargestellten ,Aufbau. Als StrahlungsquiBlle.:zur Erzeugung des 
Hilfsfokus.71 wird.ein;HalbleiterlaseK11.mit,e^^^ undv 
einer Wellenlangev von : 780 nm 'eingesetzt.> Die Ausgangsstrahlung . des 
Lasers 11 wird iiber eine Monomode-Glasfaser 81 zu einem. faserbpti- 
schen Y-Koppler 42 gefiihrt. Eine weitere Monomode-Glasfaser 80 am 
Ausgang des : Kopplers>42 dient sovyqhl.iZur.Zufuhrun'g /deriStrahlung; to>- 
den/IHnfsfokps37;1 ,r>alsiauch<^ 
Che 62 reflektierten Lichtes: .; ■ .. 

Zur Bundelung der zugefuhrten bzw. detektierten Strahlung dient ein 
Achromat 31 mit einer Brennweite von 40 mm. Durch Anderung des Ab- 
standes zwischen dem freien Ende der Faser 80 und dem Achromaten 31 
kann dje Konyergenz des zum Objektiv 32 gefiihrten Strahlenbundeis, 
und damit die Lage des Hilfsfokus 71 relativ zum MeBvolumen 70, variiert 
werden. In der hier beschriebenen Ausfiihrung ist durch eine Verschie- 
bung des Achromaten 31 uber insgesamt 5 mm die Distanz zwischen 
MeBvolumen 70 und Hilfsfokus 71 zwischen 0 pm und 100 pm einstellbar. 

Das hier eingesetzte Objektiv 32 ist ein Standard-Mikroskopobjektiv mit 
40-facher VergroBerung und einer Numerischen Apertur von 1,2. Es ist 
auf einem piezoelektrischen Translator montiert, der einis Verschiebung 
des Objektivs entlang der optischen Achse uber eine Strecke von 100 pm 
ermoglicht. Die Grenzfrequenz fur diese Bewegung liegt, bedingt durch 
die Antriebskraft des Translators sowie die Masse des eingesetzten Ob- 
jektivs, bei etwa 400 Hz. 

Ais Grenzflache 62 wird in dieser beispielhaften Ausfiihrung der Ubergang 
von einem glasernen Trager 61 (Brechungsindex ni = 1.52) zum Substrat 
60, das in diesem Fall aus einer wafirigen Suspension von polymeren Ku- 



WjO 00/37984 



V 



23 



PCT/EP99/10142 



gein (Brechungsindex nz = 1.33) besteht. verwendet: Die von der Grenz- 
flache 62 reflektierte Strahlung wird iiber das Objektiv.32 urid deh Achro- 
mateh 31 wiederum auf die Faser 80 gelenkt, deren optiscfier Kern die 
Funktion der in Figiar 1 bis 5 dargesiteliten 'Lbchbleridb' SI ubemimmt/ alsb 
eine konfokale Detektion gewShrleistet. 'Clber den Koppler 42 gefang^n 
50% der Strahlungsfeistung auf dfen Detektor '21/ der 'als Slliiiurri^ 
Photodibde mit nachgeschaltetem Transinripedanzverstarker (Verstarkang 
10^V/A) absgefiihrt ist. • ' ' " 

Das Ausgangssignal des Detektors 21 wird uber einen'^-1"4%'it^Ai^^ 
Digital-Wandler einem digitalen Signalprozessbr (DSP) zugefiihrt. Dieser 
DSP stieuert uber eitien f4-Bit Digital-Analog-Wandler uhd eirien nachge- 
schaiteten Hbchspaririungsverstai-ker auch den piezoelektrischen Trans- 
lator des Objektivs 32. Zuf S'teiierurig der NacHfOKrUng wif-d' das Obj^ktiv 
mit einer typischen Frequenz von 200 Hz urid einer Amplitude von 0.& pm 
sihusf brmig auf- iiind^ abbiewegt. Dbter eine zu dieser Suchbevire'gung syn- 
chrbne Deniodulation der voni Detektor 21 aufg^nbttimertbn 
bestimmt der DSP die Richtung einer eventuellen Abweichung zwischen' 
der Position der Grenzflaehe 62 und der (uber die sinusformige Bewegung 
zeitlleh gemittelten) Position des Hilfsfokus 71. Eine ggf. festg^stfelite' Ab- 
weichung wird'diirch 6ihe der. SinUsbewegung Qberlagertie Nabhfiihfurig 
des Objektivs 3^ ausgeglichenV ' .; •-.!: . 

In der konfokalen MeBeiririchtuhg wird als Detektbr 20 ' Bine aktiv ge- 
quenchte Avalanche Photodiode eingesetzt. Die Lochblende 50 weist ei- 
nen Durchmesser von 50 pm auf. Als Strahlungsquelle 10 dient ein He- 
Ne-Laser mit 543. nm Ausgangswellenlange, desseh Gchtleistung auf 100 
pW abgeschwacht wird. 

Ausfuhrunqsbeispiel 2 

Im vorliegenden Ausfuhrungsbeispiel werden als Substrat sog^ Tenta- 
Gel™ - Beads des Typs S PHB-Gly (RAPP Polymere) eingesetzt. Diese 
sind konjugiert mit Theophyllinmolekulen (Aldrich) als Entitaten. Die Bela- 
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dung der.Beads betragt 9%. 5 mg der Beads werden in-444 pi PBS-Puffer 
suspendiert. Als Probentrager werden Lab-Tek Chambered Coverglasses, 
#1 Bprosilicat, steril. 8-well (Nunc Nalge. International. Lot.Nr. MStie- 
OSOS) ,yeryyendet. Als .erster Antikorper wird ein polyklonaler. Kanlnchen 
Anti-Theopyliin-Antikdrper .(Europa Research, Lot.Nr, 80 17 15) verwen- 
det, Als. zweiter.Antlkorper (Ijent ein fluoreszenzniarkierter ; (TRITC. Jetra- 
'^®^*^yK^°^'?"^'P:5-.(""d 6)-isothiqcya,nat) Anti-Kaninchen-lgG-Antikorper 
(DAKO. Lot.Nr. 077(101)). Der Assaypuffer. nachfolgend .TNT genannt, 
setzt sich wie folgt zusammen: 50 mM Tris-HCI pH 7.5, 100 mM NaCI. 
0.01.%.Tween-20.. . , . , .. . , ... -o • . r;— - 

Der. Assay, wird wie fplgt durchgefuhrt;-;8 pl Beadsuspension werden mit 
100 pl einer 1:2000 Verdunnung des .ereten Antikprpers yersetzt und fur 
30 min, bei Rauratemper^tur geschpttelt . Es fplgt ein zweimaliger Wasch- 
scl;jritt .;init TNT-Puffer .(0-0:1%, Tvyeen-2p). ipO:;pl einer Verdunnung 
""-•^PPP i'^®Q;AntiK^^^^ warden, zugesetzt-.urid fiir eine Stunde bei 

Rayrntenf^p^ratur geschMtt^jt. Sodann^^^ 200 pl TNT-Puffer zuge- 

Zur Erzeugung .des ,Anregungsstrahlenganges hinsichtlich des Mefivolu- 
nfiens.70 wird eip HeNe-Laser mit einer Emissionswellenlange von 543 nm 
eingesetzt. Als fur das Fluoreszenzspektrum. von TRITC geeigneter 
BandpaBfilter wird detektionsseitig ein BandpaB mit einer mittleren 
DurchlaBrWellenlange yon 580. nm und einer Halbwertsbreite yon 30 nm 
eingesetzt. 

Das Ergebnis des Ausfuhmngsbeispieles 2 ist in den Figuren 7 a.und b 
dargestellt. Die aufgenommenen MeSwerte werden. zunachst einem Biid- 
verarbeitungsschritt unterzogen, der dazu dient, die einzelnen Beads zu 
identifizieren und zu lokalisieren. In der hier beschriebenen Ausfuhrung 
wird hierzu die Hough-Transformation ven^/endet. Im AnschluS werden zu 
jedem identifizierten Bead diejenigen Mefiwerte ermittelt, die Punkte auf 
der Beadoberflache kennzeichnen. Hierzu ist es vorteilhaft, a-priori- 
Infomaationen einzusetzen. wie etwa in diesem Fall die Enwartung. daC die 
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optischen Schnitte durch die Beadoberflache annahernd kreisformige 
Strukturen ergeben. Im vorliegenden Fail werden. jeweils entlang radial 
vom Zentrum der identifizierten Beads ausgehender Suchbahheri; die 
MeBwerte - maximaler ■ Intensitat ermittelt. Alternativ - konrien 'ihv^diesem 
Schritt auis vder Literatur bekannte- Verfahren wie 'Kantehv^rstarkung " 
und/oder Schwellwertanalyse verwendet werden. : ; '..;^ = --v; 
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; Patentanspruche . 

1. Verfahren zur optischen Erfassung mindestens einer Entitat, wobei 

- die mindestens eine Entitat auf und/oder in einem, bevorzugt auf eir 
' nem Trager (61) befmdiichen; Substrat (60) angeordnet ist, desseh 

Brechungsindex verschieden ist von mindestens einer an das Substrat 

(60) angrenzenden Komponente, 

- die mindestens eine Entitat mit einem Melivolumen (70) unter Ver- 
wendung mindestens einer konfokaien Oder fur die Mehrphotonenan- 
regung ausgelegten Einrichtung, -bestehehd aus Strahlungsquelle (10) 
und mindestens einem Objektiv (32). gescanrit wird unter Erhalt von 
Mefiwerten optischer Parameter und die MeRwerte zur.Charakterisie- 
rung der mindestens einen Entitat mittels Signalverarbeitung bearbeitet 
werden, 

- die mindestens eine Entitat fur die Dauer der Aufnahme der MeBwerte 
ihre Position hinsichtlich des Substrates (60) und/oder des Tragers 

(61) im wesentlichen beibehalt, 

- vor und/oder wahrend des Scanvorganges ein Hilfsfokus (71) unter 
Venvendung mindestens einer Strahlungsquelle (1 1) und einer Optik 
(34) erzeugt wird, der zumindest teilweise auf der GrenzflSche (62) 
zwischen Substrat (60) und angrenzender Komponente oder einer 
sonstigen in definierter raumlicher Beziehung zur Entitat stehenden 
Grenzflache (62) liegt. 

- ein Ruckreflex aus dem Hilfsfokus (71) von einem konfokal angeord- 
neten Detektor (21) oder mehreren Detektoren (21.22), die entlang der 
optischen Achse der den Hilfsfokus (71) erzeugenden Optik (34) vor 
und/oder hinter der Bildebene angeordnet sind, erfaBt wird und zur 
Messung der Lage der Grenzflache (62) und somit zur mittelbaren Po- 
sitionierung des MeBvolumens (70) genutzt wird, und 

- die Position des Hilfsfokus (71) relativ zum MeBvolumen (70) definiert 
eingestellt ist oder einstellbar ist. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB der Hilfsfo- 
kus (71) mittels derselben Strahlungsquelle (10) und/oder derselben Optik 
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(32) erzeugt wird. die auch zur Erzeugung des MeRvoiumens (70) dient. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 und/oder 2, dadurch gekennzeichnet, daS 
die.Ausdehnung des konfokal detektierten Volumens des Hilfsfokus (71) 
ihsbesondere in Richtung der jeweiiigen optischen Achsen der Optiken 
(32. 34) geringer ist als die Ausdehnung des MeRvolumens (70). 

4., Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet; daB zwecks Er- 
zielung der. gefingeren; Ausdehnung des skonfokal detektierten Volumens 
des Hilfsfokus (71 ) dieser mittels. einer Optik ;(34)ihiit :eih:er Numerischehi 
Apertur erzeugt wird. die groSer ist als die Numerische Apertur der zur 
Ej^eugung des MeRvolumens (70) venwendeten Optik (32). 

5.... Verfahren nach Aospruch 3, dadurch gekennzeichnet, daS zweeks Er- 
zielung der geringeren Ausdehnung des konfokaj detektierten Volumens 
des Hilfsfokus (71) zur Erzeugung des MeBvolumens (70) ein geringerer 
Teil der Numerischen Apertur einer gemeinsamen oder der jeweiiigen Op- 
tiken (32, 34) genutzt wird. als zur Erzeugung des Hilfsfokus (71).' 

6. Verfahren nach Anspmch 3, dadurch gekennzeichnet, daB zwecks Er-. 
zielung der geringeren Ausdehnung des konfokal detektierten Volumens 
des Hilfsfokus (71) eine konfokal angeordnete Blende (51) bei der Detek- 
tign des, Hilfsfokus (71) verwendet wird, die eine geringere Offnung auf- 
weist als eine bei der Detektion des MeBvolumens (70) verwendete, kon- 
fokal angeordnete Blende (50). 

7. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, 
daB zur mittelbaren Positionierung des MeBvolumens (70) die Position 
des Hilfsfokus (71) relativ zur Grenzflache (62) im wesentlichen entlang 
der optischen Achse der den Hilfsfokus (71) erzeugenden Optik (34) be- 
vorzugt periodisch bewegt wird, die Intensitat des Ruckreflexes in Abhan- 
gigkeit von der Bewegung von dem Detektor (21) registriert wird und die 
Lage des Hilfsfokus (71) derart nachgeregelt wird, daB die Intensitat des 
Ruckreflexes ihr Maximum erreicht. 
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8. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, 
dal3. zur mittelbaren Positionieiiing des. MeBvolumens (70) die Position 
des Hilfsfokus (71) relativ zur Grenzflache (62) sowohl lateral zur opti- 
schen Achse der den . Hilfsfokus (71), erzeugenden Optik (34) ais- auch 
axial bewegt wird. ; .. ., 

9. Verfahren nach Anspruch 7 und/oder 8. dadurch gekennzeichnet, daB 
die Amplitude^ der bevorzugt periodischen Bewegung des Hilfsfokus (7-1) 
kleiner, als iOder gleich der.axialenrAusdehn'ung dQs: MdRvolumehs (7.6) i'stP 

10. Verfahren nach einem der Anspruche "1 bis 6, dadurch gekennzeich- 
net, daB die Intensitat des Ruckreflexes mittels mindestens zweier De- 
tektoren (21 . 22) erfaSt wird und die Lage der Grenzflache (62) aus der 
Verteiluing der von den Detektoren (21 , 22) erfaBten Intensitaten bestimmt 

1 1 . Verfahren nach . einem der Anspruche 1 bis 10, wobei als optische Pa- 
rameter die Streulichtintensitat und/oder die Streulichtintensitat in Abhan- 
glgkeit von der Polarisation und/oder. die Fluoreszenzintensitat bei nrtiride- 
stens einer Wellenlange und/oder diis Fluoreszenzintensitat in Abhangig- 
keit-ypn der Polarisation und/oder die. Fluoreszenzleberisdauer und/oder 
molekulare Helligkeiten.und/odei- Raman-Streuung und/oder Luniiheszenz 
aufgenommen werden. ^ ' 

12. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 11. wobei mineralische 
Oder organische Substrate (60), insbesondere polynnere Gele, pblymere 
Partikel, aus andrganischen Materialien aufgebaute Partikel, vesikulare 
Strukturen, Zelien, Bakterien und Viren eingesetzt werden. 

13. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 12. wobei als Ehtitaten 
Molekiile, Molekulkomplexe, Polymere, polymere Partikel; aus anorgani- 
schen Materialien aufgebaute Partikel. vesikulare Stmkturen. Zellen, 
Bakterien und Viren eingesetzt werden. 
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14. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 13, wobei anhand der op- 
tischen Parameter ausgewahlte Entitaten und/oder Substrate (60) wah- 
rend oderjm AnschluS an den Seanvprgang yon den ubrigen Entitaten 
und/oder Substraten (6Q) getrennt werden. . • .. - 

15. Verfahren nach einem der Anspruche 1 . bis 14 zur. Anwendung in der 
vyirkstoffsuche, der^funktionalen Analyse kpmbinatorisch.chemischer Oder 
kombinatorisch-biologischer .Syntheseproduktei der funktionajen . Qqnom- 
analy^e, ,.der evoiutiven Biotechnplogie./,:de^^^^ P'agnostik^|;^d^rejPrpteo^^ 
Analyse Oder der Materialuntersuchung. r. v^ iic- 
ie. Vorrichjtung zur Durchfuhrung des Verfahrens nach Anspruch 1 mit 

- mindestens einer Strahlungsquelle (1,0.)i spwie:rTiindestens einer kppfp-, - 
kalen pder fur die Mehrphotpnenanregung ausgelegten; Einrichtung 
bestehend aus Objektiv (32) und mindestens einem ; P,etel<;tpr (20) zur 
Aufnahme vpn MeBwerten aus einem MeSvplumen (70), 

■ einer StrahlungsqueHe (1 1). spwie rnindestens einer vyeitef 

. r§n Einrichtung bestehend auss Qbjektiv (34) und mindestens einem 
Detektpr. (21) ?Mr Aufnahme. eines Ruckreflexes aus, einem ,H 
(71), wpbei ein konfpkal angeprdneter Detektpr (21) pder mehrere 
petektpren (21,22), die entlang der pptischen Achse der den.Hilfsfpkus- 
(71) erzeugenden Optik (34) yor und/pder. hinter der Bildebene ange- .. 
prdnet sindiVerwendet werden, .. ; . . 

- mindestens einer Einrichtung zur Positionierung von MeRvplumeri, (70) 
und Hilfsfokus (71) relativ zu einem Substrat (60) und 

- einer Einrichtung zur variablen Positionierung des Hilfsfokus (71) rela- 
tiv zum MelJvolumen ,(70). , 

17. Vorrichtung zur Durchfuhrung des Verfahrens nach Anspruch 1 mit 

- mindestens einer StrahlungsqueHe (10) sowie mindestens einer konfo- 
kalen oder fur die Mehrphotonenanregung ausgelegten Einrichtung 
bestehend aus Objektiv (32) und mindestens einem Detektor (20) zur 
Aufnahme von. MeBwerten aus einem Melivolumen (70), 
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- mindestens einer Strahlungsquelle (11) sowie mindestens einer weite- 
ren Einrichtung bestehend aus Objektiv (34) und mindestens einem 
Detektor (21) zur Aufnahme eines Ruckreflexes aus einem Hilfsfokus 
(71); wobei ein kbnfokal angeordneter Detektor (21) oder mehrere 
Detektoren (21,22). die entlang der optischen Aelise der den Hilfsfokus 
(71) erzeugenden Optik (34) vor und/oder hinter der Bildebene ange- 
ordhetsihd;«enwendetwerdenv ' - 

- mindestens einer Einriehturig zur Positionierung von MeSvolumen'(70j 
und'Hilfsfokus (71) relativzu einem Substrat (60), - ' • ■ - ' 5- ■ 

- wobei der Hilfsfokus ,(71) relativ zUiti MeRvdIijme 

^ stent ist ' ' / ■ y.^i■^:.-^-^i^u■,.^9^^■^^^^^ 

18. Vorrichtung hach Ansprlich 16, dadurch gekennzeichneti daii die Ein- 
richtung zur Positionierurig von MeRvdlumen (70) und Hilfsfokus (71 ) rela- 
tiv zueiriem Substrat (60) Mittel zur Positionierung des Hilfsfokus (71) re- 
lativ zurnMeBvblumen (70) um^ 

19. >Vbrnchtung naeri einem der Anspriiche 16 uhd/bder 18, dadurch ge- 
kehnzeichhet, daS'zur Erzefugung von MeBvolumen (70) und Hilfsfokus 
(71 ) di^selbe Strahlungsquelle (10) und/oder Optik"X32) verWendet Wird. 

20; Vorrichtung nach einehi der Anspruche IB, 18 oder 1 9. dadurch ge- 
kennzeichheti daB die Einrichtung zur Positionierung des Hilfsfokus (71) 
relativ zum MeBvolumen (70) Mittel zur Einstellung derTelativen Position 
der Optiken (32, 34) zueinander umfaSt. 

21. Vorrichtung nach ein^m der Anspruche 16, 18, 19 oder 20, dadurch 
gekennzeichnet, daS die Einrichtung zur Positionierung des Hilfsfokus 
(71) relativ zum MeBvolumen (70) Mittel zur Variation der Konvergenz 
derjenigen Strahlenbiindel umfalit, welche zur Erzeugung des Hilfsfokus 
(71) und des MeBvolumens (70) von der jev\/eiligen Optik (32, 34) fokus- 
siert werden. 

22. Verwendung der Vorrichtung nach einem der Anspruche 16 bis 21 in 
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der Wirkstoffsuche. der funktionaien Analyse kombinatorisch-cherrfischer 
Oder kombinatorisch-biologischer Syntheseprodukte, der funktionaien Ge- 
nomanalyse. der evolutiven Biotechnologie. der Diagnostik, der Proteom- 
Analyse Oder der Materialuntersuchung. 
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Figur 1 
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Figur 2 
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Figur 3 
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Figur 4 
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Figur 5 
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Figur 7b 
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(57) Abstract: The invention relates to a mediod for optically de- 
tecting at least one entity arranged on a substrate (60). The at least 
one enti ty i s scanned with a measuring volume (70) using at leas t one 
radiation source (10) and at least one set of confocal optics (32) or us- 
ing a srt of optics (32) configured for multi-photon excitation. Said 
entity essentially maintains the same position with regard to the sub- 
strate (60) and/or the support (61) for the duration of the recording 
of the measured values. An auxiliary focus (71) is generated bef re 
and/or during the scamiing process whfle using at least one radiation 
source (11) and at least one set of optics (34). Said auxiliary focus 
hes at least partiaDy on the contact surface (62) betweoi the substrate 
(60) and the adjac^ component or on another contact surfece (62) 
located in a defined spatial rdationship with regard to the aitity. A 
retroreflection firom the auxiliary focus (71) is detected in a confo- 
cal maxmer by at least one daector (21), is used for measuring the 
position of the contact surface (62) and is thus used for indirectly 
positioning die measuring volunoe (70). Accordmg to the invrative 
method, the positicm of the auxiliary focus (71) in relation to the mea- 
suring volume (70) can be adjusted in a defined manner. 

(57) Zusammenliassnng: Die Erfindung betrifft ein VCTfehrra zur 
optischai Erfassung mindestens einer EntitSt, die auf einem Subst- 
rat (60) angeordnet isL Die mindestens eine Entitat wird mit einem 
Messvolumen (70) unter Verwenduiig mindestens eina- Strahlungs- 
queUe ( 1 0) und dner konf okalen Optik (32) oder einer fur di e Mehr- 
photonenamegung ausgdegten Optik (32) gescannt Siebehfilt fin- 
die Dauer der Aufnahme der Messwerte ihre Position hinsichtlich 
des Substrates (60) Vor und/oder des Tragers (61) im wesentlidien 
bd. Vor und/oder wahrend des Scanvorganges wird ein Hilfsfokus 
(71) unto* VCTwaidung mindestens einer Strahhmgsquelle (11) und 
dner Optik (34) erzoigt, der zumindest teflweise auf der 

IFortsetzung auf derndcksten SeiieJ 
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Gienzfl^e (62) zwisdien Substrat (60) and angrenzender Komponoite oder einer sonsdgen in definieiter iSumlichex Beziehung zur 
&itit^ stdiendoi GtenrOMie (62) liegt Ein ROckieflex aus dem Hilfsfokus (71) wild von mindestens einem Detektor (21) konfokal 
erEasst und zar Messong der Lage der Grenzflache (62) und somit zur mittdbaien Posidoniening des Messvolumens (70) geoutzt 
In dem ofindungsgeqoiaBea Verfahroi ist die Position des Hilf sfokus (71) rdativ zum Messvolumai (70) definiert dnstdlbai: 
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IntematimP application No. 

PCT/EP99/10142 



I. Basis of the report 



1 . This report has been drawn on the basis of {Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article 14 are referred to in this report as "originally filed " and are not annexed to the report since they do not contain amendments.): 

[ I the international application as originally filed. 

the description, pages Ll^^ , as originally filed, 

pages , filed with the demand, 

pages , filed with the lener of 

pages , filed with the letter of 



the claims. 



Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 



1-22 



, as originally filed, 

, as amended under Article 1 9, 

, filed with the demand, 
, filed with the letter of 
, filed with the letter of 



27 January 2001 (27.01.2001) 



the drawings. 



sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 



1/7-7/7 



, as originally filed, 
, filed with the demand, 
, filed with the letter of 
, filed with the letter of 



2. The amendments have resulted in the cancellation of: 

I I the description, pages 

I I the claims, Nos. 



I I the drawings, sheets/fig 



2 I I This report has been established as if (some oO the amendments had not been made, since they have been considered 
' — ' to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 



4. Additional observations, if necessary: 
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1 J^^^ 


Intematj^j^ application No. 
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PCT/EP 99/10142 



V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



1 . Statement 

Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (lA) 

2, Citations and explanations 

1. The citations are designated in the sequence in 
which they appear in the search report: 



Claims 1, 3-21 VES 

Claims 2 NO 

Claims ^' 3-21 YES 

Claims NO 

Claims 1 ~ 21 yES 

Claims NO 



Dl: US-A-5 248 876 

D2: DE-A-197 13 362 

D3: WO-A-95/22058 

D4: US-A-5 062 715 

D5: PATENT ABSTRACTS OF JAPAN for JP-A-06 137 864 

D6: US-A-5 084 612 

D7: PATENT ABSTRACTS OF JAPAN for JP-A-09 325 277 

D8: US-A-4 844 617 

D9: WO-A-92/15034 • 



2. For the following reasons, the device of Claim 15 

appears to meet the requirements of PCT Article 33: 

2.1 In addition to other devices, Dl, D2, D4, D7 and D8 
describe optical apparatus for scanning objects, two 
beam bundles being focused on the object (see, for 
example, Dl, Figure 16) . Both a first beam bundle 
for measuring purposes and a second beam bundle for 
measuring or autofocusing adjustment are focused on 
the object by means of a common lens. 
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2.2 The claimed device differs from this prior art by 
the use of a second lens for the second beam bundle. 

2.3 The other available documents are less relevant 
since their optical apparatus scan the object with 
one beam that is focused onto the object by one 
lens . 

2.4 Since none of the citations discloses the use of a 
second lens for a second beam bundle, it follows 
that the claimed device is also not suggested by the 
available prior art. 

2.5 The same observation applies to method Claim 1, 
since it contains corresponding features. 

3. For the same reasons as Claim 15, the device of 
Claim 17 appears to be novel and non-obvious with 
respect to the prior art. 

4. For the following reasons, the device of Claim 16 
appears to meet the requirements of PCT Article 33: 

4.1 Dl and D2 describe devices which record vertical 
sections using differently coloured beam sources in 
conjunction with a chromatic lens. The beam sources 
and chromate determine the spacing between the 
vertical sections (see Dl, Figure 16; D2, Figure 3) . 

4.2 The device of Claim 16 differs therefrom inter alia 
by a variable adjustment of the vertical section 
spacing relative to a reference. 

4.3 The other citations are not concerned with the 
recording of vertical sections. In as much as these 
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citations describe autofocusing systems, the aim 
appears to be the placing of the volume to be 
measured exactly in the autofocusing plane. 

4.4 Since none of the available prior art documents 
discloses or proposes the possibility of variable 
adjustment between the vertical section layers, the 
device of Claim 16 can be considered non-obvious 
with respect to the available prior art. 

4.5 This observation applies similarly to the second 
alternative of method Claim 2, which is mentioned in 
the final paragraph, provided that the term 
''adjustable" is interpreted as "'variably adjustable" 
in the sense of the device claim. 

5. The first alternative of Claim 2, which is defined 
in the final paragraph, does not meet the novelty 
requirements of PCT Article 33. 

5.1 Figure 16 and the associated description in Dl 
disclose a method of optically determining an 
object, wherein: 

* an object (538) is disposed on a carrier (120); 

* the object is scanned by a lens (532) using a 
confocal arrangement (see arrow (54)); 

* the object is a semiconductor element, for 
example, and thus maintains its position for the 
duration of the measurement (see column 3, paragraph 
6) ; 

* during the scanning process, a second focus is 
generated using the lens (see first focus with red 
filtered light and second focus with blue filtered 
light) which lies in another relation to a contact 
surface of the object (whatever the other 
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relationship is) ; 

* the red light being collimated by a first lens 
system (554) and the blue light being collimated by 
a second lens system (524); 

* a back reflex from the second focus being detected 
by a detector with a confocally disposed diaphragm 
(see element (540) ) and being used to measure the 
position of a contact surface, such as for example 
the surface of the semiconductor element (see the 
figure) ; and 

* the position of the second focus being adjusted 
relative to the volume to be measured (set by the 
choice of colour filters) . 

As an alternative to a light source with colour 
filters, Dl discloses the use of a plurality of 
monochromatic light sources (see column 14, lines 46 
to 50) . 

Thus the first alternative of Claim 2 is not novel 
since each feature has a counterpart in Dl . 
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VIII. Certain observations on the international application 

The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are fully 
supported by the description, are made: 

1. The application contains some unclear points and 
therefore does not comply with PCT Article 6. 

1.1 The embodiment in Figure 1 no longer appears to be 

covered by the claims. This inconsistency gives rise 
to uncertainty as to the claimed subjects. 

1-2 The variable adjustment of the spacing of the 

vertical section relative to a reference which is 
scanned by the auxiliary focus is only 
insufficiently defined by the term "adjustable" in 
the independent method claims. It would be more 
appropriate to use a term such as "variably 
adjustable" in accordance with the device claims. 

1 . 3 The reference in the independent method claims to a 
component adjoining the substrate without defining 
it further gives rise to uncertainty as to which 
surface is used as the reference. 

It cannot be discerned which contact surface could 
be intended by the reference to "another contact 
surface in a defined spatial relationship" . 
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Europe 






item (3) 

December 21, 1998 


198 60 549.8 


Germany 







The receiving Otlice is requestea to prepare ana iransnm tu uic ini^ii^uy..... ""^T^ L • L ? 

of the earlier application(s) (only if the earlier application was filed with the Office which for the 
purposes of the present international application is the receiving Office) identified above as item(s): 



Box No. Vn INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY 



Choice of International Searching Authority (ISA) 

(if two or more International Searching Authorities are 
competent to carry out the international search, indicate 
the Authority chosen: the two-letter code may be used): 

ISA / 



Request to use results of earlier search; reference to that search (if an earlier 

search has been carried out by or requested from the International Searching Authority): 



Date (day/month/year) 



Number 



Country (or regional Office) 



Box No. Vm CHECK LIST; LANGUAGE OF FILING 



This international application contains 
the following number of sheets: 

request : 4 

description (excluding 
sequence listing part) 

claims 

abstract 

drawings 

sequence listing part 
of description 



25 
6 
1 
7 



Total number of sheets : 43 



This international application is accompanied by the item(s) niarked below: 

1 . □ fee calculation sheet 

2. □ separate signed power of attorney 

3. Q copy of general power of attorney; reference number, if any: 

4. □ statement explaining lack of signature 

5. □ priority document(s) identified in Box No. VI as item(s): 

6. □ translation of international application into (language): 

7. □ separate indications concerning deposited microorganism or other .biological matenal 

8. □ nucleotide and/or amino acid sequence listing in computer readable form 

9. □ other (specify): 



Figure of the drawings which 
should accompany the abstract: ^ 



Language of filing of the 

international application: (jerman 



Box No. DC SIGNATURE OF APPLICANT OR AGENT 



Next to each signature, indicate the name of the person signing and the capacity in which the person signs (if such capacity is not obvious from reading the request). 



1 . Date of actual receipt of the purported 
international application: 


2. Drawings: 
[ 1 received: 

1 1 not received: 


3 . Corrected date of actual receipt due to later but 
timely received papers or drawings completing 
the purported international application: 


4. Date of timely receipt of the required 
corrections under PCT Article 1 1(2): 


5. International Searching Authority , 
(if two or more are competent): I^>A ' 


6. 1 1 Transmittal of search copy delayed 
1 1 until search fee is paid. 




1 Date of receipt of the record copy 
1 by the International Bureau: 



Form PCT/RO/101 (last sheet) (July 1998; ; reprint July 1999) See Notes to the request form 



VERTRA^PSER DIE INTERNATIONALE ZUWilM EN ARBEIT 
^UF DEM GEBIET DES PATENTWESENS 

PCT 

INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

(Artikel 18 sowie Regein 43 und 44 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 

992935woMegn 


WEITERES Mittellung uber die Ubermittlung des internationaten 

Recherchenberichts (Formblatt PCT/ISA/220) sowie, soweit 
VORGEHEN zutreffend. nachstehender Punkt 5 


Internationales Aktenzeichen 

PCT/EP 99/10142 


Internationales Anmeldedatum 
(Tag/Monat/Jahr) 

21/12/1999 


(FrOhestes) Prioritatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 

21/12/1998 


Anmelder 

EVOTEC BIOSYSTEMS AG et al . ' 





Dieser internationale Recherchenbericht wurde von der Internationalen RecherchenbehOrde erstellt und wird dem Anmelder gemS3 
Artikel 18 ubermittelt. Eine Kopie wird dem Internationalen Biiro iibermittelt. 

Dieser internationale Recherchenbericht umfaf3t insgesamt _4 Blatter. 

pT] Daruber hinaus liegt ihm jeweils eine Kopie der in diesem Bericht genannten Unterlagen zum Stand der Technik bei. 



1. Grundlage des Berichts 

a. Hinsichttich der Sprache ist die internationale Recherche auf der Grundlage der internationalen Anmeldung in der Sprache 
durchgefiihrt worden, in der sie eingereicht wurde, sofern unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 



□ 



b. 



Die internationale Recherche ist auf der Grundlage einer bei der Behdrde eingereichten Obersetzung der internationalen 
Anmeldung (Regel 23.1 b)) durchgefiihrt worden. 

Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotide und/oder Aminosauresequenz ist die internationale 
Recherche auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das 
I I in der internationalen Anmeldung in Schriflicher Form enthalten ist. 

zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

bei der Behdrde nachtrSglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

bei der Behorde nachtrSglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

Die ErklSrung, daR das nachtrSglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht iiber den Offenbarungsgehalt der 
internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

Die Erkiarung, da3 die in computerlesbarer Form erfaBten Informationen dem schriftlichen Sequenzprotokoll entsprechen, 
wurde vorgelegt. 

Bestimmte AnsprCiche haben sich als nicht recherchierbar erwiesen (siehe Feld I). 
Mangelnde Efnheitlichkeit der Erfindung {siehe Feld II). 



□ 
□ 
□ 
□ 

□ 

□ 
□ 



Hinsichtlich der Bezeichnung der Erfindung 

I I wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
PC] wurde der Wortlaut von der Behdrde wie folgt festgesetzt: 
POSITIONIERUNG DES MESSVOLUMENS IN EINEM SCANNING-MIKROSKOPISCHEN VERFAHREN 



5. Hinsichtlich der Zusammenfassung 

I I wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 

wurde der Wortlaut nach Regel 38.2b) in der in Feld lit angegebenen Fassung von der BehOrde festgesetzt. Der 
Ia] Anmelder kann der BehGrde innerhalb eines Monats nach dem Datum der Absendung dieses internationalen 

Recherchenberichts eine Stellungnahme vorlegen. 

6. Folgende Abbildung der Zetchnungen ist mit der Zusammenfassung zu verOffentlichen: Abb. Nr. 3 



pT] wie vom Anmelder vorgeschlagen keine der Abb. 

I I well der Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat. 
I I well diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet. 



Formblatt PCT/lSA/210 (Blatt 1) (Juli 1998) 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERiCHT 



nternationales Aktenzeichen 
PCT/EP 99/10142 



Feld III 



WORTLAUT DER ZUSAMMENFASSUNG (Fortsetzung von Punkt 5 auf Blatt 1) 



Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur optischen Erfassung mindestens einer 
Entitat, die auf einem Substrat (60) angeordnet ist. Die mindestens eine 
Entitat wird mit einem Messvolumen (70) unter Verwendung mindestens einer 
Strahlungsquelle (10) und einer konfokalen Optik (32) oder einer fiir die 
Mehrphotonenanregung ausgelegten Optik (32) gescannt. Sie behalt fiir die 
Dauer der Aufnahme der Messwerte ihre Position hinsichtlich des Substrates 
(60) und/oder des Tragers (61) im wesentlichen bei . Vor und/oder wahrend 
des Scanvorganges wird ein Hilfsfokus (71) unter Verwendung mindestens 
einer Strahlungsquelle (11) und einer Optik (34) erzeugt, der zumindest 
teilweise auf der Grenzflache (62) zwischen Substrat (60) und angrenzender 
Komponente oder einer sonstigen in definierter raumlicher Beziehung zur 
Entitat stehenden Grenzflache (62) liegt. Ein Riickreflex aus dem Hilfsfokus 
(71) wird von mindestens einem Detektor (21) konfokal erfasst und zur Messung 
der Lage der Grenzflache (62) und somit zur mittelbaren Positinierung des 
Messvolumens (70) genutzt. In dem erf i ndungsaemaBen Verfahren ist die Position 
des Hilfsfokus (71) relativ zum Messvolumen (70) definiert einstellbar. 



Formblatt PCT/ISA/210 (Fortsetzung von Blatt 1 {2))(Juli 1998) 



INTERNATIONAL^SECHERCHENBERICHT 




B1F 



atlonales Aktenzelchen 

^T/EP 99/10142 



A. KLASSIFiaERUNG DES ANMELOUNGSGEGENSTANDES 

IPK 7 G02B21/00 



Nach der Internatlonalen Patent Massif I kation (IPK) oder nacli der nationalen Klassifrkation und der IPK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchierter Mindestprufstoff (Klassifikationssystem und Klassifikationssymbole ) 

IPK 7 G02B 



Recherchierte aber nicht zum Mindestprufstoff gehorende Ver6ff©ntlichungen, soweit diese unter die recherchierten Gebiete fallen 



Wahrend der internationalen Recherche konsultierte elektronrsche Datenbank (Name der Datenbank und evtt. ven/vendete Suchbegrlffe) 



C. ALS WESENT1.ICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie" 



Bezelchnung der Veroffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teit© 



Betr. Anspruch Nr. 



/ 



US 5 248 876 A (KERSTENS PIETER J ET AL) 
28. September 1993 (1993-09-28) 

Spalte 4, Zeile 27 -Spalte 5, Zeile 19; 
Abbildung 1 

DE 197 13 362 A (ZEISS CARL JENA GMBH) 

1. Oktober 1998 (1998-10-01) 

Spalte 4, Zeile 5 - letzte Zeile; 
Abbildungen 1,3 

-/-- 



1,2,10, 

17 

16 



1,2,16, 
17 



Weitere Veroffentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



0 



Slehe Anhang Patentfamilie 



* Besondere Kategorien von angegebenen Ver6ftentllchungen 

"A" Veroffentlichung, die den allgemeinen Stand der Technik deflniert, 
aber nicht ais besonders bedeutsam anzusehen 1st 

"E" alteres Dokument, das jedoch erst am oder nach dam internationalen 
Anmeldedatum veroffentlicht worden ist 



"L" Veroffentlichung, die geelgnet ist, einen Prioritatsanspruch zwerfelhaft er- 
scheinen zu lassen, Oder durch die das VerSffentlichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten Veroffentlichung belegt werden 
soil Oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

"O" Veroffentlichung, die sich auf eine mundllche Offenbarung, 

eine Benutzung, eine Ausstellung oder andere MaBnahmen bezieht 
"P" Verdffentltehung, die vor dem internationalen Anmeldedatum, aber nach 
dem beanspruchten PrioritStsdatum veroffentlicht worden Ist 



'T" Spatere Veroffentlichung, die nach dem internationalen Anmeldedatum 
Oder dem Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht kollidiert, sondern nur zum Verstandnis des der 
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugaindeliegenden 
Theorie angegeben ist 

"X" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allein aufgrund dieser Ver6ffentllchung nicht als neu oder auf 
erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden 

"Y" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erfinderischer TStigkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Veroffentlichung mit einer oder mehreren anderen 
VerSffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Fachmann naheliegend ist 

Veroffentlichung, die Mitglied derselben Patentfamilie ist 



Datum des Abschlusses der internationalen Recherche 

12. April 2000 


Absendedatum des internationalen Recherche nberichts 

19/04/2000 


Name und Postanschrtft der Internationalen Recherchenbehorde 
Europaisches Patentamt, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: (+31-70) 340-3016 


Bevollmachtigter Bediensteter 

Ciarrocca, M 



ForTTit>latt PCT/ISA/210 (Blatt 2) (JuD 1992) 



Selte 1 von 2 



INTERNATIONAL 



ECHERCHENBERICHT 



ationales Aktenzelchen 

fT/EP 99/10142 



C.(FortseUung} ALS WESENTLICH ANQESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie° Bezelchnung der Veroffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Telle 



Betr. Anspruch Nr. 



J 
/ 



/ 
/ 



/ 
y 



wo 95 22058 A (AFFYMAX TECH NV ; STERN 
DAVID (US); FIEKOWSKY PETER (US); TRULSON 
M) 17. August 1995 (1995-08-17) 
in der Anmeldung erwahnt 

Seite 1, Zeile 22 - Zeile 28 

Seite 10, Zeile 34 -Seite 11, Zeile 6; 

Abbildung lA 

Seite 16, Zeile 41 -Seite 18, Zeile 33 
Anspruch 1 

US 5 062 715 A (NAKATA TOSHIHIKO ET AL) 
5. November 1991 (1991-11-05) 
in der Anmeldung erwahnt 

Spalte 6, Zeile 51 -Spalte 8, Zeile 6; 
Abbildungen 1,7 

PATENT ABSTRACTS OF JAPAN 
vol. 018, no. 436 (P-1786), 

15. August 1994 (1994-08-15) 

& JP 06 137864 A (BROTHER IND LTD), 
20. Mai 1994 (1994-05-20) 
in der Anmeldung erwahnt 
Zusammenf assung 

US 5 084 612 A (IWASAKI OSAMU ET AL) 

28. Januar 1992 (1992-01-28) 

in der Anmeldung erwahnt 

Spalte 9, Zeile 15 - Zeile 61; Abbildung 1 

PATENT ABSTRACTS OF JAPAN 

vol. 098, no. 004, 

31. Marz 1998 (1998-03-31) 

& JP 09 325277 A (NIKON CORP), 

16. Dezember 1997 (1997-12-16) 
in der Anmeldung erwahnt 
Zusammenf assung 

US 4 844 617 A (KELDERMAN HERMAN F ET AL) 
4. Juli 1989 (1989-07-04) 
Spalte 9, Zeile 34 - Zeile 61; Abbildung 9 
Spalte 14, Zeile 18 - Zeile 34 

WO 92 15034 A (PHOENIX LASER SYSTEMS INC) 
3. September 1992 (1992-09-03) 
das ganze Dokument 



1,2,17 



16 



1,10,17 
16 



1,7,16, 
17 



1,16,17 



1,16,17 



1,2,7.9 



1,7,8,10 



Fofmblan PCT/ISA/210 (Fortsotzung von Stan 2) (Juli 1992) 
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INTI 




ATIONAL SEARCH REPORT 

'at ion on patent family members 



ational Application No 

tT/EP 99/10142 



Patent document 
cited in search report 


Publication 
date 


Patent family 
menit>er(s) 


Publication 
date 


us 5248876 


A 


28-09-1993 


JP 


2047965 


C 


25-04-1996 








JP 


6094641 


A 


08-04-1994 








JP 


7085060 


B 


13-09-1995 


DE 19713362 


A 


01-10-1998 


WO 


9844375 


A 


08-10-1998 








EP 


0904558 


A 


31-03-1999 


WO 9522058 


A 


17-08-1995 


US 


5631734 


A 


20-05-1997 


US 5062715 


A 


05-11-1991 


JP 
JP 


2243956 
2659429 


A 
B 


28-09-1990 
30-09-1997 



JP 


06137864 


A 


20- 


■05-1994 


NONE 








US 


5084612 


A 


28- 


■01-1992 


JP 


3251811 


A 


11-11-1991 












JP 


2608483 


B 


07-05-1997 












JP 


3200915 


A 


02-09-1991 


JP 


09325277 


A 


16- 


■12-1997 


NONE 








US 


4844617 


A 


04- 


■07-1989 


NONE 








WO 


9215034 


A 


03- 


■09-1992 


US 


5162641 


A 


10-11-1992 












AU 


1444492 


A 


15-09-1992 












CA 


2104380 


A 


20-08-1992 












CN 


1067573 


A 


06-01-1993 












EP 


0572527 


A 


08-12-1993 












JP 


6505657 


T 


30-06-1994 












US 


5286964 


A 


15-02-1994 



Form PCT/lSA/210 (patent lamUy annex) (July 1992) 



VERTRAG UBErWe INTERNATIONALE ZUSaAeN 

GEBIET DES PATENTWESENS / 



DEM 




PCT 

INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNGSBERICHT 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 
992935WO Hi/go 


siehe Mittetlung uber die Ubersendung des intemationalen 
WEITERES VORGEHEN voriaufigen PrOfungsberichts (Formbiatt PCT/lPEA/416) 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP99/10142 


Internationales Anmeldedatum p' ag/Monat/Jahr) 
21/12/1999 


Prioritatsdatum (Tag/Monat/Tag) 
21/12/1998 


Internationale Patentklassifikation (IRK) Oder nationale Klassifikation und IPK 
G02B21/00 


Anmelder 

EVOTEC BIOSYSTEMS AG et al. 



1. Dieser Internationale vorlaufige Prufungsbericht wurde von der mit der intemationalen voriaufigen Prufung beauftragten 
Behorde erstellt und wird dem Annnelder gemaB Artikel 36 ubermittelt. 

2. Dieser BERICHT umfaBt insgesamt 7 Blatter eInschlieBlich dieses Deckblatts. 

Kl AuBerdem liegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabel handelt es sich urn Blatter mit Beschrelbungen, Anspruchen 
und/oder Zeichnungen. die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dieser 
Behorde vorgenommenen Berichtlgungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwaltungsrichtllnien zum PCT). 

DIese Aniagen umfassen Insgesamt 9 Blatter. 



3. Dieser Bericht enthSIt Angaben zu folgenden Punkten: 
I ^ Grundlage des Berichts 



Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtllch der Neuheit. der erfinderischen Tatlgkelt und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 



Bestimmte Bemerkungen zur intemationalen Anmeldung 



II 


□ 


III 


□ 


tv 


□ 


V 


IS 


VI 


□ 


VII 


□ 


VIII 


IS 



Datum der Einreichung des Antrags 
20/07/2000 


Datum der Fertigstellung dieses Berichts 
27.03-2001 


Name und Postanschrift der mit der intemationalen voriaufigen 
Prufung beauftragten Behorde: 

^ EuropSisches Patentamt 
iflSi D-80298 Munchen 

Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 
Fax: +49 89 2399 - 4465 


Bevollmachtigter Bediensteter ^^^ssSTs^s. 
Thieme, W (C ^ )) 

Tel. Nr. +49 89 2399 2597 ^^-SSS-^ 



Formbiatt PCT/IPEA/409 (Deckblatt) (Januar-i 994') 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 

PRUFUNGSBERICHT Internationales Aktenzeichen PCT/EP99/10142 



I. Grundlag des B richts 

1 . Dieser Bericht wurde erstellt auf der Grundlage {Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt auf sine Aufforderung nach 
Artikel 14 hin vorgelegt warden, gelten im Rahmen dieses Berichts ais "ursprunglich eingereicht" and sind ihm 
nicht beigefugt, weil sie keine Anderungen enthaiten.): 
Beschreibung, Seiten: 

1-25 ursprungliche Fassung 



Patentanspriiche, Nr.: 

1-22 eingegangen am 27/01/2001 mit Schreiben vom 18/01/2001 

Zeichnungen, Blatter: 

1/7-7/7 ursprungliche Fassung 



2. Hinsichtlich der Sprache: Alle vorstehend genannten Bestandteile standen der Behorde in der Sprache, in der 
die internationale Anmeldung eingereicht worden ist, zur Verfugung Oder wurden in dieser eingereicht, sofern 
unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

Die Bestandteile standen der Behorde in der Sprache: zur Verfugung bzw. wurden in dieser Sprache 
eingereicht; dabei handelt es sich um 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der Internationalen Recherche eingereicht worden ist (nach 
Regel 23.1(b)). 

□ die Veroffentlichungssprache der internationalen Anmeldung (nach Regel 48.3(b)). 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen vorlaufigen Prufung eingereicht worden 
ist (nach Regel 55.2 und/oder 55.3). 

3. Hinsichtlich der In der intematlonalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die 
internationale vorlaufige Prufung auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das: 

□ in der intematlonalen Anmeldung in schriftlicher Form enthaiten ist. 

□ zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ bel der Behorde nachtragllch in schriftlicher Form eingereicht worden Ist. 

□ bel der Behorde nachtragllch in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ Die Erklarung, da3 das nachtragllch eingereichte schriftllche Sequenzprotokoll nicht uber den 
Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

□ Die Erklarung, daB die in computerlesbarer Form erfassten Informatlonen dem schriftllchen 
Sequenzprotokoll entsprechen, wurde vorgelegt. 

4. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Felder l-Vlll, Blatt 1) (Juii 1998) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 

PRUFUNGSBERICHT Internationales Aktenzeichen PCT/EP99/1 01 42 



□ Beschreibung. Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 

5. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden. da diese aus den 
angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)). 

(Auf Ersatzblatter, die solche Anderungen enthalten, ist unterPunict 1 hinzuweisen;sie sinddiesem Benefit 
beizufugen). 



6. Etwaige zusatzliche Bemerkungen; 



V. Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1. Feststellung 

Neuheit (N) Ja: Anspruche 1,3-21 

Nein: Anspruche 2 

Erflnderische Tatigkeit (ET) Ja: Anspruche 1 ,3-21 

Nein: Anspruche 

Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) Ja: Anspruche 1-21 

Nein: Anspruche 



2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 

VIII. Bestimmte Bemerkungen zur internationialen Anmeldung 

Zur Klarheit der Patentanspruche, der Beschreibung und der Zeichnungen oder zu der Frage, ob die Anspruche 
in vollem Umfangdurch die Beschreibung gestutzt werden, istfolgendes zu bemerken: 
siehe Beiblatt 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Felder l-Vlil, Blatt 2) (Juli 1998)^ 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



Internationales Aktenzeichen PCT/EP99/1 01 42 



Zu Punkt V 

Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtiich der Neuheit, der 
erffinderischen Tatigkeit und der gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und 
Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 



1 . Die Entgegenhaltungen sind in der im Recherchenbericht angegebenen 
Reihenfolge bezeichnet: 



D1 US, 5 248 876, A 

D2 DE, 197 13 362, A 

D3 WO, 95 22 058, A 

D4 US, 5 062 715, A 

D5 PATENT ABSTRACTS OF JAPAN zu JP, 06 137864, A 

D6 US, 5 084 612, A 

D7 PATENT ABSTRACTS OF JAPAN zu JP, 09 325277, A 

D8 US, 4 844 617, A 

D9 WO, 92 15034, A 



2. Die Vorrichtung von Anspruch 15 scheint aus folgenden Grunden den Kriterien 
des Arl.33 PCT zu geniigen: 

2.1 Die Dokumente D1, D2, D4, D7 und D8 beschreiben neben anderen 
Vorrichtungen optische Gerate zur Abtastung von Objekten, wobei zwei 
Strahlenbundel auf das Objekt fokussiert werden (siehe beispielsweise D1 , Figur 
16). Sowohl ein erstes Strahlenbundel zur Messung als auch ein zweites 
Strahlenbundel zur Messung bzw. Autofokuseinstellung werden durch ein 
gemeinsames Objektiv auf das Objekt fokussiert. 

2.2 Von diesem Stand der Technik unterscheidet sich die beanspruchte Vorrichtung 
durch die Verwendung eines zweites Objektivs fur das zweite Strahlenbundel. 

2.3 Die anderen verfugbaren Dokumente sind von geringerer Relevanz, weil deren 
optische Gerate das Objekt nrilt einem Strahl abtasten, der durch ein Objektiv auf 
das Objekt fokussiert wird. 
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2.3 Da keines der zitierten Dokumente die Verwendung eines zweiten Objektivs fiir 
ein zweites Strahlenbundel offenbart, folgt, dass die beanspruchte Vorrichtung 
durch den verfiigbaren Stand der Technik auch nicht nahegelegt ist. 

2.4 Die gleiche Betrachtung trifft auf den Verfahrensanspruch 1 zu, weil er 
korrespondierende Merkmale enthalt. 

3. Die Vorrichtung von Anspruch 17 scheint aus den gleichen Griinden wie Anspruch 
15 gegeniiber dem Stand der Technik neu und nicht-offensichtlich zu sein, 

4. Die Vorrichtung von Anspruch 16 scheint aus folgenden Griinden den Kriterien 
des Art.33 PCT zu genugen: 

4.1 Die Dokumente D1 und D2 beschreiben Vorrichtungen, die durch die Verwendung 
von Strahlquellen unterschiedlicher Farbe in Verbindung mit einer chromatischen 
Linse Hohenschnitte aufzeichnen. Die Strahlquellen und der Chromat legen den 
Abstand der Hohenschnitte test (siehe D1, Figur 16; siehe D2, Figur 3). 

4.2 Davon unterscheidet sich die Vorrichtung von Anspruch 16 unter anderem durch 
eine variable Einstellung des Abstands des Hohenschnitts zu einer Referenz. 

4.3 Die weiteren zitierten Dokumente befassen sich nicht mit der Aufzeichnung von 
Hohenschnitten. Soweit Autofokussysteme in diesen Entgegenhaltungen 
beschrieben sind, scheint es das Ziel zu sein, das Messvolumen exakt in die 
Autofokusebene zu legen. 

4.4 Da keines der Dokumente des verfiigbaren Stands der Technik eine variable 
Einstellmoglichkei zwischen den Lagen der Hohenschnitte offenbart oder 
vorschlagt, folgt daraus, dass die Vorrichtung von Anspruch 16 als nicht- 
offensichtlich gegeniiber dem verfiigbaren Stand der Technik angesehen werden 
kann. 
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4.5 Diese Betrachtung trifft in gleicher Weise auf die zweite Alternative des 

Verfahrensanspruchs 2 zu, welche im letzten Absatz genannt ist; vorasugesetzt, 
dass man den Term "einstellbar" als "variabel einstellbar" im Sinn des 
Vorrichtungsanspruchs interpretiert. 

5. Die erste Alternative von Anspruch 2, welche im letzten Absatz definiert ist, 
genugt nicht den Kriterien des Art.33 PCT an die Neuheit. 

5.1 Das Dokument D1 offenbart In Figur 16 und der zugehorigen Beschreibung ein 
Verfaiiren zur optischen Erfassung eines Objekts, wobei 

* ein Objekt 538 auf einem Trager 120 angeordnet ist; 

* das Objekt unter VenA^endung einer konfokalen Einrichtung mit einem Objektiv 
532 gescannt wird (siehe Pfeil 54); 

* das Objekt beispielsweise ein Halbleiterelement ist und somit fur die Dauer der 
Messung ihre Position beibehalt (siehe Spalte 3, Absatz 6); 

* wahrend des Scanvorgangs ein zweiter Fokus unter Ven^^endung des Objektivs 
erzeugt wird (siehe erster Fokus mit rot gefiltertem Licht und zweiter Fokus mit 
blau gefiltertem Licht), der in einer sonstigen Beziehung zu einer Grenzflache des 
Objekts liegt (was auch immer die sonstige Beziehung ist); 

* wobei das rote Licht von einer ersten Optik 554 und das blaue Licht von einer 
zweiten Optik 524 kollimiert wird; 

* ein Ruckreflex aus dem zweiten Fokus von einem Detektor mit einer konfokal 
angeordneten Blende erfasst wird (siehe Element 540) und zur Messung der Lage 
einer Grenzflache wie beispielsweise der Oberflache des Halbleiterelements 
genutzt wird (siehe die Figur); und wobei 

* die Position des zweiten Fokus relativ zum MeBvolumen eingestellt ist (bedingt 
durch die Wahl der Farbfilter). 

Alternativ zu einer Lichtquelle mit Farbfiltern ist in Dokument D1 die VenA/endung 
von mehreren monochromatischen Lichtquellen offenbart (siehe Spalte 14, Zeilen 
46 bis 50). 

Somit ist die erste Alternative von Anspruch 2 nicht neu, weil sich fur jedes 
Merkmal ein Gegenstuck im Dokument D1 findet. 
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Zu Punkt VIII 

Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 

1 . Die Anmeldung enthalt einige Unklarheiten und geniigt deshalb nicht Art.6 PCT. 

1.1 Das Ausfiihrungsbeispiel der Figur 1 scheint nicht mehr von Ansprtichen 
abgedeckt zu sein. Diese Inkonsistent fiihrt zu Unklarheit uber die beanspruchten 
Gegenstande. 

1 .2 Die variable Einstellung des Abstands des Hohenschnitts zu einer Referenz, die 
vom Hilfsfokus abgetastet wird, wird durch den Ausdruck "einstellbar" in den 
unabhangigen Verfahrensanspruchen nur unzureichend definiert. Es ware 
zutreffender in Aniehnung zu den Vorrichtungsansprtichen einen Ausdruck wie 
"varlabel einstellbar" zu verwenden. 

1 .3 Die Bezugnahme in den unabhangigen Verfahrensanspruchen auf eine an das 
Substrat angrenzende Komponente ohne weitere Definition laBt im Unklaren, 
welche Flache als Referenz verwendet wird. 

Es ist nicht erkennbar, welche Grenzflache durch die Bezugnahme auf "eine 
sonstige in definierter raumlicher Beziehung ... stehenden Grenzflache" gemeint 
sein konnte. 
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Anspriiche 

Verfahren zur optischen Erfassung mindestens einer Entitat, be! der es 
sich um Molekule, Molekulkomplexe, Polymere, polymere Partikel, aus 
anorganischen Materialien aufgebaute Partikel, vesikulare Strukturen, 
Zellen, Bakterfen Oder Viren handelt, wobei 

die mindestens eine Entitat auf und/oder In einem, bevorzugt auf 
einem Trager (61) befindlichen, Substrat (60) angeordnet ist, dessen 
Brechungsindex verschieden ist von mindestens einer an das Substrat 
(60) angrenzenden Komponente, 

die mindestens eine Entitat mit einem Messvolumen (70) unter Ver- 
wendung mindestens einer konfokalen oder fur die Mehrphotonenan- 
regung ausgelegten Einrichtung, bestehend aus einer ersten Strah- 
lungsquelle (10) und mindestens einem ersten Objektiv (32), unter 
Erhalt von Messwerten optischer Parameter gescannt wird und die 
Messwerte zur Charakterisierung der mindestens einen . Entitat mittels 
Signalverarbeltung bearbeitet werden, 

die mindestens eine Entitat fCir die Dauer der Aufnahme der Miess- 
werte Ihre Position hinslchtllch des Substrates (60) und/oder des Tra- 
gers (61) Im wesentlichen belbehalt, 

vor und/oder wahrend des Scanvorganges ein Hilfsfokus (71) unter 
Verwendung mindestens einer zweiten Strahlungsquelle (11) und 
eines zweiten Objektivs (34) erzeugt wIrd, der zumindest tellweise 
auf der Grenzflache (62) zwischen Substrat (60) und angrenzender 
Kompbnente Oder einer sonstlgen in definlerter raumllcher Beziehung 
zur Entitat stehenden Grenzflache (62) liegt, 

die von der ersten Strahlungsquelle (10) erzeugte Strahlung durch 
eine erste Optik (33) kollimlert wird und die von der zweiten Strah- 



lungsquelle (11) erzeugte Strahtung durch eine hiervon verschiedene 
zwelte Optik (31) kollimiert wird, 

ein Riickreflex aus dem Hilfsfokus (71) von einem Detektor (21) mit 
einer konfokal angeordneter Blende (51) oder von mehreren Detek- 
toren (21,22) mit entlang der optischen Achse des den Hilfsfokus (71) 
erzeugenden Objektivs (34) vor und/oder hinter der Bildebene ange- 
ordneten Blenden (51,52) erfasst wird und zur Messung der Lage der 
Grenzflache (62) und somit zur mittelbaren Positionierung des Mess- 
volumens (70) genutzt wird, und 

die Position des Hilfsfokus (71) relativ zum Messvolumen (70) defi- 
niert eingesteilt ist oder einstellbar ist. 

Verfahren zur optischen Erfassung mindestens einer Entitat, bei der es.. 

sich um Molekiile, Molekulkomplexe, Polymere> polymere Partikel, aus 

anorganischen Materialien aufgebaute Partikel, vesikulare Strukturen, 

Zellen, Bakterien oder Viren handelt, wobei 

die mindestens eine Entitat auf und/oder in einem, bevorzugt auf 
einem Trager (61) befindlichen, Substrat (60) angeordnet ist, dessen 
Brechungslndex verschieden ist von mindestens einer an das Substrat 
(60) angrenzenden Komponente, 

die mindestens eine Entitat mit einem Messvolumen (70) unter Ver- 
wendung mindestens einer konfokalen oder fur die Mehrphotonenan- 
regung ausgelegten Einrichtung, bestehend aus einer ersten Strah- 
lungsquelle (10) und mindestens einem Objektiv (32), unter Erhalt 
von Messwerten optischer Parameter gescannt wird und die Mess- 
werte zur Charakterisierung der mindestens einen Entitat mittels 
Signalverarbeitung bearbeitet werden, 

die mindestens eine Entitat fur die Dauer der Aufnahme der Mess- 
werte ihre Position hinsichtlich des Substrates (60) und/oder des Tra- 
gers (61) im wesentllchen beibehalt, 

vor und/oder wahrerid des Scanvorganges ein Hilfsfokus (71) unter 
Verwendung mindestens einer zweiten Strahlungsquelle (11) und des 
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Objektivs (32) erzeugt wird, der zumindest teilweise auf der Grenz- 
flache (62) zwischen Substrat (60) und angrenzender Komponente 
Oder einer sonstigen In definierter raumlicher Beziehung zur Entitat 
stehenden Grenzflache (62) liegt, 

die von der ersten Strahlungsquelle (10) erzeugte Strahlung durch 
eine erste Optik (33) kollimiert wird und die von der zweiten Strah- 
lungsquelle (11) erzeugte Strahlung durch. eIne hiervon verschiedene 
zwelte OptIk (31) kollimiert wird, 

ein Ruckreflex aus dem Hilfsfokus (71) von einem Detektor (21) mit 
einer konfokal angeordneten Blende (51) oder von nDehreren Detek- 
toren (21,22) mit entlang der optischen Achse des den Hilfsfokus (71) 
erzeugenden Objektivs (32) vor und/oder hinter der Blldebene ange- 
ordneten Blenden (51,52) erfasst wird und zur Messung der Lage der.. 
, Grenzflache (62) und somit zur mittelbaren Posltionierung des Mess- 
volumens (70) genutzt wird, und 

die Position des Hilfsfokus (71) relativ zum Messvolumen (70) defi- 
nlert eingestellt ist oder einstellbar ist. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 und/oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass 
die Ausdehnung des konfokal detektierten Volumens des Hilfsfokus (71) 
insbesondere in Richtung der jewelllgen optischen Achsen der Objektive 
(32, 34) geringer ist als die Ausdehnung des Messvolumens (70). 

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dass zwecks Erzie- 
lung der geringeren Ausdehnung des konfokal detektierten Volumens des 
Hilfsfokus (71) dieser mittels eines zweiten Objektivs (34) mit einer 
Numerischen Apertur erzeugt wird,--die groBer ist als die Numerlsche 
Apertur des zur Erzeugung des Messvolumens (70) verwendeten ersten 
Objektivs (32). 

5. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dass zwecks Erzie- 
lung der geringeren Ausdehnung des konfokal detektierten Volumens des 
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7. 



8. 



Hilfsfokus (71) zur Erzeugung des Messvolumens (70) ein geringerer Teil 
der Numerischen Apertur eines gemeinsamen oder der jeweiligen Objek- 
tive (32, 34) genutzt wird als zur Erzeugung des Hilfsfokus (71). 

Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dass zwecks Erzie- 
lung der geringeren Ausdehnung des konfokal detektierten Volumens des 
Hilfsfokus (71) eine konfokal angeordnete Blende (51) bei der Detektion 
des Hilfsfokus (71) verwendet wird, die eine geringere Offnung aufweist 
als eine bei der Detektion des Messvolunnens (70) verwendete, konfokal 
angeordnete Blende (50). 

Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, 
dass zur nnittelbaren Positionlerung des Messvolumens (70) die Position , 
des Hilfsfokus (71) relativ zur Grenzflache (62) im wesentlichen entlang 
der optischen Achse des den Hilfefokus (71) erzeugenden Objektivs (34) 
bevorzugt periodisch bewegt wird, die Intensitat des Ruckreflexes in Ab- 
hangigkeit von der Bewegung von dem Detektor (21) registriert wird und 
die Lage des Hilfefokus (71) derart nachgeregelt wird, dass die Intensitat 
des Ruckreflexes ihr Maximum erreicht. 

Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch gekennzerchnet, 
dass zur mittelbaren Positionierung des Messvolumens (70) die Position 
des Hilfefokus (71) relativ zur Grenzflache (52) sowohl lateral zur opti- 
schen Achse des den Hilfefokus (71) erzeugenden Objektivs (34) als auch 
axial bewegt wird. 

Verfahren nach Anspruch 7 und/oder 8, dadurch gekennzeichnet, dass 
die Amplitude der bevorzugt periodischen Bewegung des Hilfsfokus (71). 
kleiner als oder gleich der axialen Ausdehnung. des Messvolumens (70) 
ist. 





Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, 
dass.dje Intensitat des Ruckreflexes mittels mindestens zweier Detekto- 
ren (21,22) erfasst wird und die Lage der Grenzflache (62) aus der Ver- 
teilung der von den Detektoren (21,22) erfassten Intensitaten bestimmt 
wird. 

Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet, 
dass als optische Paranneter die Streulichtintensitat und/oder die Streu- 
lichtintensltat In Abhangigkeit von der Polarisation und/oder die Fluores- 
zenzintensitat bei mindestens einer Welienlange und/oder die Fluores- 
zenzintensitat in Abhangigkeit von der Polarisation und/oder die Fluores- 
zenzlebensdauer und/oder molekulare Helligkeiten und/oder Raman- 
Streuung und/oder Lumineszenz aufgenommen werden. 

Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 11, dadurch gekennzeichnet, 
dass mineralische oder organische Substrate (60), insbesondere poly- 
mere Gele, polymere Partikel, aus anorganischen Materialien aufgebaute 
Partikel, vesikulare Strukturen, Zellen, Bakterien und Viren eingesetzt 
werden. 

Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 12, dadurch gekennzeichnet, 
dass anhand der optischen Parameter ausgewahlte Entitaten und/oder 
Substrate (60) wahrend oder im Anschluss an den Scanvorgang von den 
ubrigen Entitaten und/oder Substraten (60) getrennt werden. 

Verwendung des Verfahrens nach einem der Anspruche 1 bis 13 fur die 
Wirkstoffeuche, die funktionale Analyse kombinatorisch-chemischer oder 
kombinatorisch-biologischer Syntheseprodukte, die funktionale 
Genomanalyse, die evolutive Biotechnologie, die Diagnostik, die Proteom- 
Analyse Oder die Materlaluntersuchung. 
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15. Vorrlchtung zur Durchftihrung des Verfahrens nach Anspruch 1 zur opti- 
schen Erfassung mindestens einer Entltaf, bei der es sich um Molekule, 
Mofekulkomplexe, Polymere, polymere Partikel, aus anorganischen Mate- 
rialien aufgebaute Partikel, veslkulare Strukturen, Zellen, Bakterien oder 
Viren handelt, mit 

mindestens einer ersten Strahlungsquelle (10) sowie mindestens 
einer konfokalen oder fur die Mehrphotonenanregung ausgelegten 
Einrichtung bestehend aus einem ersten Objektiv (32) und minde- 
stens einem ersten Detektor (20) zur Aufnahme von Messwerten aus 
einem Messvolumen (70), 

mindestens einer zwelten Strahlungsquelle (11) sowie mindestens 
. einer weiteren Einrichtung bestehend aus einem zweiten Objektiv 
(34) und einem zur Aufnahme eines Ruckreflexes aus einem Hilfs-.. 
fokus (71) vorgesehenen zweiten Detektor (21) mit einer konfokal 
angeordneten Blende (51) oder mehreren zur Aufnahme eines Ruck- 
reflexes aus einem Hilfsfokus (71) vorgesehenen zweiten Detektoren 
(21,22) mit entlang der optischen Achse dies den Hilfsfokus (71) er- 
zeugenden zweiten Objektivs (34) vor und/oder hinter der Blldebene 
angeordneten Blenden (51,52), 

mindestens einer Einrichtung zur Positionierung von Messvolumen 
(70) und Hilfsfokus (71) reiativ zu einem Substrat (50), . 
- einer Einrichtung zur variabien Positionierung des Hilfsfokus (71) 
reiativ zum Messvolumen (70), 

einer ersten Optik (33), die die von der ersten Strahlungsquelle (10) 
erzeugte Strahlung kollimiert, und 

einer hiervon verschiedenen zweiten Optik (31), die die von der 
zweiten Strahlungsquelle (11) erzeugte Strahlung kollimiert. 

16. Vorrichtung zur Durchfuhrung des Verfahrens nach Anspruch 1 zur opti- 
schen Erfassung mindestens einer Entitat, bei der es sich um Molekule, 
Molekulkomplexe, Polymere, polymere Partikel, aus anorganischen Mate- 
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riallen aufgebaute Partikel, vesikulare Strukturen, Zellen, Bakterlen oder 

Viren handelt, mit 

mindestens einer ersten Strahlungsquelle (10) sowie mindestens 
einer konfokalen oder fur die Mehrphotonenanregung ausgelegten 
Einrichtung bestehend aus einem Objektiv (32) und mindestens 
einem ersten Detektor (20) zur Aufnahme von Messwerten aus einem 
r^essvolumen (70), 

mindestens einer zwelten Strahlungsquelle (11) sowie mindestens 
einer weiteren Einrichtung bestehend aus demselben Objektiv (32) 
und einem zur Aufnahme eines Ruckreflexes aus einem Hilfsfokus 
(71) vorgesehenen zweiten Detektor (21) mit einer konfokal ange- 
ordneten Blende (51) oder mehreren zur Aufnahme eines Ruck- 
reflexes aus einem Hilfsfokus (71) vorgesehenen zweiten Detektoren. 
(21,22) mit entlang der optischen Achse des den Hilfsfokus (71) er- 
zeugenden Objektivs (32) vor und/oder hinter der Bildebene ange- 
ordneten Blenden (51,52), 

mindestens einer Einrichtung zur Positionierung von Messvolumen 
(70) und Hilfsfokus (71) relativ zu einem Substrat (60), 
einer Einrichtung zur variablen Positionierung des Hilfsfokus (71) 
relativ zum Messvolumen. (70), 

einer ersten Optik (33), die die von der ersten Strahlungsquelle (10). 
erzeugte Strahlung kollimiert, und 
- einer hiervon verschiedenen zweiten Optik (31), die die von der 
zweiten Strahlungsquelle (1-1) erzeugte Strahlung kollimiert. . 

17. Vorrichtung zur Durchfuhrung des Verfahrens nach Anspruch 1 zur opti- 
schen Erfassung mindestens einer Entitat, bei der es sich um Molekule, 
Molekulkpmplexe/ Polymere, polymere Partikel, aus anorganischen Mate- 
rialien aufgebaute Partikel, vesikulare Strukturen, Zellen, Bakterien oder 
Viren handelt, mit 

mindestens einer ersten Strahlungsquelle (10) sowie mindestens 



einer konfokalen oder fur die Mehrphotonenanregung ausgelegten 
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Einrichtung bestehend aus einem ersten Objektiv (32) und min- 
destens einem ersten Detektor (20) zur Aufnahme von Messwerten 
aus einem Messvolumen (70), 

mindestens einer zweiten Strahlungsquelle (11) sowie mindestens 
einer weiteren Einrichtung bestehend aus einem zweiten Objektiv 
(34) und einem zur Aufnahme eines Ruckreflexes aus einem Hilfs- 
fokus (71) vorgesehenen zweiten Detektor (21) mit einer konfokal 
angeordneten Blende (51) oder mehreren zur Aufnahme eines Ruck- 
reflexes aus einem Hilfsfokus (71) vorgesehenen zweiten Detektoren 
. . (21,22) mit entlang der optischen Achse des den Hilfsfokus (71) er- 
zeugenden zweiten Objektivs (34) vor und/oder hinter der Bildebene 
angeordneten Blenden (51,52), 

mindestens einer Einrichtung zur Positionierung von Messvolumen . 
(70) und Hilfsfokus (71) relativ zu einem Substrat (60), 
wobei der Hilfsfokus (71) relativ zum Messvolumen (70) definiert ein- 
gestellt ist, 

einer ersten Optik (33), die die von der ersten Strahlungsquelle (10) 
erzeugte Strahlung kollimiert, und 

e'mer hiervon verschiedenen zweiten Optik (31), die die von der 
zweiten Strahlungsquelle (11) erzeugte Strahlung kollimiert. 

18. Vorrichtung nach Anspruchen 15 und/oder 16, dadurch gekennzeichnet, 
dass.die Einrichtung zur Positionierung von Messvolumen (70) und Hilfs- 
fokus (71) relativ zu einem Substrat (60) Mittel zur Positionierung des 
Hilfsfokus (71) relativ zum Messvolumen (70) umfasst. 

19. Vomchtung nach einem der Anspruche 15 oder 18, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die Einrichtung zur Positionierung des Hilfsfokus (71) rela- 
tiv zum Messvolumen (70) Mittel. zur Einstellung der relativen Position der 
Objektive (32, 34) zueinander umfasst. 
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20. Vorrichtung nach einem der Anspruche 15, 16, 18 oder 19, dadurch ge- 
kennzefchnet, dass die Einrichtung zur Positionierung des Hilfsfokus (71) 
relativ zum Messvolumen (70) Mittel zur Variation der Konvergenz der- 
jenigen Strahlenbundel umfasst, welche zur Erzeugung des Hilfsfokus 
(71) und des. Messvolumens (70) von dem jeweiligen Objektiv (32,34) 
fokussiert werden. 

21. Verwendung der Vorrichtung nach einem der Anspruche 15 bis 20 in der 
Wirkstoffsuche, der funktionalen Analyse kombinatorisch-chemischer oder 
kombinatorisch-bioiogischer Syntheseprodukte, der funktionalen 
Genomanaiyse, der evolutiven Biotechnologie, der Diagnostik, der 
Proteom-Analyse oder der Materialuntersuchung. 
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1 . Grundlage des Berichts 

a. Hinsichtlich der Sprache ist die internationale Recherche auf der Grundlage der internationalen Anmeldung in der Sprache 
durchgefuhrt worden, In der sie eingereicht wurde, sofern unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

I I Die internationale Recherche ist auf der Grundlage einer bei der Behdrde eingereichten Ubersetzung der internationalen 
Anmeldung (Regel 23.1 b)) durchgefuhrt worden. 

b. Hinsichtlich der in der Internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die internationale 
Recherche auf der Grundlage des Sequenzprotokolts durchgefuhrt worden, das 

I I in der internationalen Anmeldung in Schriflicher Form enthalten ist. 

I I zusammen mit der internationalen Anmeldung in computertesbarer Form eingereicht worden ist. 

I I bei der Behdrde nachtrSglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

I I bei der Behorde nachtrSglich in computertesbarer Form eingereicht worden ist. 

I I Die Erkiarung, daR das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den Offenbarungsgehalt der 
internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

I I Die Erkl^rung, da3 die in computertesbarer Form erfafSten Informationen dem schriftJichen Sequenzprotokoll entsprechen, 
wurde vorgelegt. 

I I Bestlmmte Anspruche haben sich als nicht recherchierbar erwiesen (siehe Feld I). 
I I Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung (siehe Feld II). 



2. 
3. 



Hinsichtlich der Bezeichnung der Erfindung 

I I wird der vom Anmelder eingereichte Worttaut genehmigt. 
[X| wurde der Wortlaut von der Beh6rde wie folgt festgesetzt: 

POSITIONIERUNG DES MESSVOLUMENS IN EINEM SCANNING-MIKROSKOPISCHEN VERFAHREN 



Hinsichtlich der Zusammenfassung 

I I wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 

wurde der Wortlaut nach Regel 38.2b) in der in Feld III angegebenen Fassung von der Beh6rde festgesetzt, Der 
I A I Anmelder kann der Behorde innerhalb eines Monats nach dem Datum der Absendung dieses internationalen 

Recherchenberichts eine Stellungnahme vorlegen. 

Folgende Abbildung der Zelchnungen ist mit der Zusammenfassung zu verGffentiichen: Abb. Nr. 3 



nn wie vom Anmelder vorgeschlagen Q keine der Abb. 

I I well der Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat. 
I I well diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet. 
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'Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP 99/10142 



Feldlll 



WORTLAUT DER ZUSAMMENFASSUNG (Fortsetzung von Punkt 5 auf Blatt 1) 



Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur optischen Erfassung mindestens einer 
Entitat, die auf einem Substrat (60) angeordnet ist. Die mindestens eine 
Entitat wird mit einem Messvolumen (70) unter Verwendung mindestens einer 
Strahlungsquel le (10) und einer konfokalen Optik (32) oder einer fur die 
Mehrphotonenanregung ausgelegten Optik (32) gescannt. Sie behalt fur die 
Dauer der Aufnahme der Messwerte ihre Position hinsichtlich des Substrates 
(60) und/oder des Tragers (61) im wesentlichen bei . Vor und/oder wahrend 
des Scanvorganges wird ein Hilfsfokus (71) unter Verwendung mindestens 
einer Strahlungsquelle (11) und einer Optik (34) erzeugt, der zumindest 
teilweise auf der Grenzflache (62) zwischen Substrat (60) und angrenzender 
Komponente oder einer sonstigen in definierter raumlicher Beziehung zur 
Entitat stehenden Grenzflache (62) liegt. Ein Ruckreflex aus dem Hilfsfokus 
(71) wird von mindestens einem Detektor (21) konfokal erfasst und zur Messung 
der Lage der Grenzflache (62) und somit zur mittelbaren Posi ti nierung des 
Messvolumens (70) genutzt. In dem erf i ndungsgemaBen Verfahren ist die Position 
des Hilfsfokus (71; relativ zum Messvolumen (70) definiert einstellbar. 
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INTERNATIONALa^ECHERCHENBERICHT 



ationales Aktenzeichen 

CT/EP 99/10142 



A. KLASSIFIZIERUNG DES ANMELOUNGSGEGENSTANOES 

IPK 7 G02B21/00 



Nach der Internationalen Patentklassifikation (IPK) Oder nach der nationalen Klassifikation und der IPK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchierter Mindestprufstoft (Klassiftkationssystem und Klassifikationssymbole ) 

IPK 7 G02B 



Recherchierte aber nicht zum Mindestprufstoft gehorende Veroffentlichungen, soweit diese unterdie recherchierten Gebiete fallen 



Wahrend der internationalen Recherche konsuttlerte elektrontsche Datenbank (Name der Datenbank und evtl. venvendete Suchbegriffe) 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie" Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



us 5 248 876 A (KERSTENS PIETER J ET AL) 
28. September 1993 (1993-09-28) 

Spalte 4, Zeile 27 -Spalte 5, Zeile 19; 
Abbildung 1 

DE 197 13 362 A (ZEISS CARL JENA GMBH) 

1. Oktober 1998 (1998-10-01) 

Spalte 4, Zeile 5 - letzte Zeile; 
Abbildungen 1,3 

-/-- 



1,2,10, 

17 

16 



1,2,16, 
17 



Weitere Veroffentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



Siehe Anhang Patentfamilie 



* Besondere Kategorien von angegebenen Veroffentlichungen 
"A" Veroffentlichung, die den allgemeinen Stand der Technik definiert, 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 

*'E" aiteres Dokument, das jedoch erst am Oder nach dem internationalen 
Anmeldedatum veroffentlicht worden ist 



Verbffentlichung, die geeignet ist, einen Priorit&tsanspruch zweifelhaft er- 
scheinen zu lassen, Oder durch die das Veroffentlichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten Veroffentlichung belegt werden 
soli Oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist {w'le 
ausgefuhrt) 

Veroffentlichung, die sich auf eine mOndiiche Offenbarung, 
eine Benutzung, eine Ausstellung oder andere MaBnahmen bezjeht 

Veroffentltehung, die vor dem internationalen Anmeldedatum, aber nach 
dem beanspojchten PrioritStsdatum veroffentlicht worden ist 



'T" Spatere Veroffentlichung, die nach dem internationalen Anmeldedatum 
Oder dem Prioritatsdatum veroffentlicht worden Ist und m it der 
Anmeldung nicht koilidtert, sondern nur zum Verstandnis des der 
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorre angegeben ist 

"X" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspnjchte Erfindung 
kann allein aufgnjnd dieser Veroffentlichung nicht als neu oder auf 
erf inderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden 

"Y" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspmchte Erfindung 
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Veroffentlichung mit einer oder mehreren anderen 
Veroffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Fachmann nahellegend ist 

Veroffentlichung, die Mitglled derselben Patentfamilie ist 



Datum des Abschlusses der internationalen Recherche 

12. April 2000 


Absendedatum des internationalen Recherche nberichts 

19/04/2000 


Name und Postanschrift der Internationalen Recherchenbe horde 
Europaisches Patentamt, P. B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: (+31-70) 340-3016 


Bevollmachtlgter Bediensteter 

Clarrocca, M 
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C.(Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 


Kategorie" 


Bszeichnung der Veroffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betraclit konnnnenden Teile 


Betr. Anspruch Nr. 


X 


wo 95 22058 A (AFFYMAX TECH NV ; STERN 


1.2 17 




DAVID (US); FIEKOWSKY PETER (US); TRULSON 




M) 17. August 1995 (1995-08-17) 






in der Anmeldung erwahnt 




A 




16 




Seite 1, Zeile 22 - Zeile 28 






Seite 10, Zeile 34 -Seite 11, Zeile 6; 






Abbildung lA 






Seite 16, Zeile 41 -Seite 18, Zeile 33 






Anspruch 1 




X 


us 5 062 715 A (NAKATA TOSHIHIKO ET AL) 


1, 10, 17 




5. November 1991 (1991-11-05) 




in der Anmeldung erwahnt 




A 




16 




Spalte 6, Zeile 51 -Spalte 8, Zeile 6; 






Abbildungen 1,7 




A 


PATENT ABSTRACTS OF JAPAN 


1,7,16, 




vol. 018, no. 436 (P-1786), 


17 




15. August 1994 (1994-08-15) 






& JP 06 137864 A (BROTHER IND LTD), 






20. Mai 1994 (1994-05-20) 






in der Anmeldung erwahnt 






Zusammenf assung 




A 


US 5 084 612 A (IWASAKI OSAMU ET AL) 


1 16 17 




28. Januar 1992 (1992-01-28) 




in der Anmeldung erwahnt 






Spalte 9, Zeile 15 - Zeile 61; Abbildung 1 




A 


PATENT ABSTRACTS OF JAPAN 


1,16,17 




vol . 098, no. 004, 




31. Marz 1998 (1998-03-31) 






& JP 09 325277 A (NIKON CORP), 






16. Dezember 1997 (1997-12-16) 






in der Anmeldung erwahnt 






Zusammenf assung 




A 


US 4 844 617 A (KELDERMAN HERMAN F ET AL) 


1.2.7.9 




4. Juli 1989 (1989-07-04) 




Spalte 9, Zeile 34 - Zeile 61; Abbildung 9 






Spalte 14, Zeile 18 - Zeile 34 




A 


WO 92 15034 A (PHOENIX LASER SYSTEMS INC) 


1,7,8,10 




3. September 1992 (1992-09-03) 




das ganze Dokument 
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